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OZET

9m1e_ SITRO-FOLAT SENTEZI VE RADYOFARMASOTIK
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Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Fatma YURT LAMBRECHT
Ocak 2009, 73 sayfa

Over kanseri kadinlarda en cok gozlenen kanser tiirlerinin
yedincisidir. Bu kanser tiirii, kadmlarda kanserden 6liim sebebi olarak
dordiincii siradadir. Over kanserinin erken teshisi ¢ok biiyiik bir 6nem arz
etmektedir.

Radyoaktif isaretleme teknikleri, doku patofizyolojilerinin spesifik
baglanma kabiliyetleri nedeniyle non-invaziv tiimor goriintiilemelerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yeni ve gelistirilmis tiimor segici
radyofarmasotiklerin gelisimi, birincil ve metastatik lezyonlarm yerinin
ve varliginin saptanmasini, tiimor evrelerinin ve tedavisinin planlanmasi
hakkinda bilgi verilmesi ve tiimoriin tedaviye cevabinin goriintiilenmesi
icin olanak saglamaktadir.

Folat reseptor pozitif hiicreler ve dokularda, folat ve folat bagh
molekiiller yiliksek affiniteye sahiptir ve teshis amacli kullanima
uygundurlar. Folat reseptorleri, folik asit ve folat tiirevlerinin hiicrelerde
birikimini miimkiin kilmaktadir. Bu birikim nedeniyle, folik asit bir
tiimor isaretleyici olarak kullanilmaktadir. Ilaveten, bu konjugatlarin

radyoaktif isaretlileri ise gama kamera ile goriintiileme yapmaya olanak
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saglamaktadir. Diisiik molekiil agirlikli radyofarmasétikler, radyoisaretli
antikorlardan ¢ok daha uygun farmakokinetik 6zellikler gosteren folat
tiirevleridir ve ayrica bu radyofarmasotikler yiiksek tiimor segiciligine
sahiptirler.

Bu ¢alismanin amaci, folat tiirevleri hazirlayarak in-vivo deneyler
ile potansiyelini arastrmaktrr. Ilk asamada sitro-folat sentezi

gerceklestirilmis, daha sonra bu bilesik *™

Tc radyoniiklidi ile
isaretlenmistir. Radyoaktif isaretli konjugenin, teshis radyofarmasotigi
olarak potansiyeli incelenmek {iizere Albino Wistar siganlar iizerinde
biyodagilim ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

RTLC kalite kontrol yontemleri ile isaretleme veriminin sonucunda
%97%1.0 oldugu saptanmistir. Serum stabilite ¢alismalarinin sonuglari,
isaretli bilesigin serumda 4. saate kadar stabilitesini korudugunu
gostermistir. In vivo biyodagilim calismalar;, Albino Wistar disi
siganlarda gerceklestirilmistir. Bu radyoisaretli bilesigin  hidrofilik
olmasindan dolay1 bobreklerden hizli atilim sagladigi gozlemlenmistir.

99m:

Biyodagilim  calismalar1  sonucunda Tc-Sitro-folat’mm  folat

reseptoriince zengin pankreas, over ve uterus organlarinda yliksek
tutulum gosterdigi saptanilmastir.

99m

Bu calismanin sonuglar1 Tc-Sitro-folat, folat reseptor pozitif

tiimorlerin goriintiilenmesinde kullanilabilmesi muhtemel goriinmektedir.

99m:

Anahtar Kelimeler: Folik asit, Sitrik asit, " Tc, radyoisaretleme, timor

gortintiileme ajanlari
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ABSTRACT

THE SYNTHESIS OF *™T¢-CITRO-FOLATE AND

INVESTIGATION OF RADIOPHARMACEUTICAL POTENTIAL

ALTIPARMAK, Burcu

MSec, Institute of Nuclear Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Fatma YURT LAMBRECHT
2009, 73 pages

Over carcinoma is the seventh of the mostly seen cancers in
women. As the leading cause of death it is fourth common cancer type.
Early diagnosis is the one of the most important parameter that effects

the prognosis in over carcinoma.

Radioactive tracer techniques are widely used in the diagnostic imaging
of tumor due to their ability to non-invasively probe for tissues
pathophysiology. The development of new and improved tumor-selective
radiopharmaceuticals is clinically desirable as a means of detecting and
confirming the present location of primary and metastatic lesions;
informing the tumor staging and subsequent treatment planning and

monitoring tumor response to treatment.

Folate and folate conjugates posses high affinity for the folate-receptor
positive cells and tissues and were enable to use for diagnostic interest.

Folate receptors are known to be responsible for cellular accumulation of
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folic acid and folic acid conjugates. Welding from this accumulation;
folic acid is used as a tumor marker. In addition, if these conjugates are
radiolabelled, we have chance to obtain gamma camera images. Low
molecular weight radiopharmaceuticals based on folate conjugates are
much more favorable pharmacokinetic properties than radiolabeled

antibodies. And they show high tumor selectivity.

The aim of this study was to synthesis folate conjugate
compounds and investigate their with in-vivo studies. First step, achieved
the citro-folate synthesis, then this conjugate was labeled with Tc-99m
radionuclide. Biodistribution of radiolabeled conjugate was achieved in
Albino Wistar rats in order to investigate its potential as a diagnostic

radiopharmaceutical.

Radiolabeling efficiency was confirmed as %97+1.0 by RTLC quality
control methods. The serum stability results shown that radiolabeled
folate conjugate remained stable in human serum up to 4 hours. In-vivo
biodistribution studies were carried out in female Albino Wistar rats. As
the radiolabeled folate conjugate was hidrophilic, it has been observed
that it maintains rapid discharge from kidneys. Biodistribution results of

9mTc-citro-folat showed that high uptake in folate receptor rich tissues

99m:

such as pancreas, over and uterus. This study shows that = Tc-citro-

folat is probably used for imaging of folate receptor positive tumors

Key words: Folic acid, Citric acid, Tc-99m, radiolabeling, tumor

imaging agents
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DTPA : Dietilentriaminpentaasetik asit
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PEG : Polietilenglukol
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(Radio High Performance Liquid Chromatography)

Rf : Alikonma Mesafesi



1. GIRiS

Kanser, giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Sik
goriinmesi ve Oldiirliciiliigiiniin yliksek olmasi nedeniyle de bir halk
saglig1 sorunudur. Tan1 olanaklarinin gelismesi ve saglik kuruluslarindan
yararlanma olanaklarinin artmasi ile her yil daha ¢ok kanser vakasi teshis
edilebilmektedir. Ulkemizde 1970°li yillarda sebebi bilinen o6liimler
arasinda dordiincii sirada yer alan kanser, son yillarda kardiyovaskiiler
sistem hastaliklarindan sonra ikinci siraya yiikselmistir. Her y1l diinyada
11 milyon, Tiirkiye’de ise 150 bin kisi kansere yakalanmaktadir. Uluslar
aras1 Kanser Arastrma Merkezi'nin istatistiklerine gore Tiirkiye’ de
kadinlarda meme, bagirsak, mide kanser tiirlerinden sonra yumurtalik
(over) kanseri oliim sebebi olarak dordiincii swradadir (Kanser Yiikii

Raporu, 2006)

Folat reseptorleri (FR) farkli kanser tiplerinde; oOzellikle over
kanserinde siklikla goriilmektedir. Folik asit ve folat konjugasyonlari;
tiimorlii dokuda siklikla bulunan folat reseptdrlerine karsi ytiksek ilgiye
sahiptirler. Bu durum; folik asit ve folat konjugasyonlarmin 6zellikle
hedef kanser hiicrelerinde tutulumlarmma olanak saglamaktadir.
Radyoniiklid ile isaretlenmis konjugatlar; tiimor hiicrelerinde artmis olan
folat reseptorleri tarafindan tutulmalariyla tiimor goriintiilenmesi
yapilabilmektedir. Bu nedenle over kanserinin teshisinde folat

radyofarmasotiklerinin 6nemi biiytktiir.

Folat reseptdr hedefli tiimor goriintiileme i¢in kullanilabilecek
farkli ajanlar ile ilgili arastirmalar mevcuttur. In-vitro olarak radyoniiklid

ile isaretlenen konjugatlarla folat reseptorleri hedeflenmistir. “’Ga, '''In



ve *™Tc¢ radyoniiklidleri iceren folat konjugatlart ile de c¢alismalar

yapilmistir ve tlimdr/zemin orani incelenmistir. 67Ga-DF(deferoksamin)-
folat bilesiginin tiimdr goriintileme ajan1 olarak potansiyelini
incelemislerdir. ®’Ga-DF-folat, “’Ga-DF’e gore artmis folat reseptdr
bdlgelerinde 100 kat daha fazla tutulum gézlenmistir. *’Ga-DF-folat’n
hizl1 temizlenme kinetiginden dolay1 ¢ok 1yi goriintiiler elde edilmistir.
Bu radyofarmasétigin - tiimorlii  farelerde lokalizasyon o6zellikleri
degerlendirilmistir ve tiimOr/kan oran1 409/1 olarak kaydedilmistir

(Sudimack et al., 2000).

Wang ve arkadaslar1 1997°de yapmus olduklar1 bir calismada ' 'In-

DTPA(dietilentriaminpentaasetikasit)-folat ~ radyoaktif = konjugatmin
radyofarmasotik potansiyelini incelemislerdir. Tiimor/kan oran1 82/1
olarak  bulunmustur. ''In-DTPA-folat’m  ®’Ga-DF-folat’a  gore
hepatobilier sistemden temizlenmesinin az oldugunu ifade etmislerdir ve

goriintiileme ajani olarak kullanmiglardir (Wang et al., 1997).

Guo ve arkadaslar1 **™Tc-HYNIC(hidrazinonikotinamid)-folat’m
baglanma 6zelligini KB hiicrelerini (agiz karsinomu) saptamak amaciyla

calismuslardr. FR’lerin ™

Tc isaretli konjugati endositoz ile hiicre
icerisine almimi, serbest folik asitin alinmasmdan 300 kat daha iy1 bir
ajan oldugunu gostermistir. Bu konjugatlarin yiliksek spesifitesi ve hizli
temizlenme kinetigi nedeni ile FR (+) tiimorlerin saptanmasinda ideal bir

goriintiileme saglanmistir (Guo et al., 1999).

99m:

Okarvi ve Jammaz ~—~ Tc-MAG3 (merkaptoasetiltriglisin)-folat ve

P e-MAG2 (merkaptoasetildiglisin)-folat bilesiklerinin



radyofarmasotik  potansiyellerini  incelemislerdir.  Hiicre  kiiltiiri
calismalar1 sonucunda reseptdre baglanma giicii *""Tc-MAG3-folat’mn
338.62 nM, "Tc-MAG2-folat’m 605.10 nM olarak kaydedilmistir.
Biyodagilim ¢alismalarinda tiimor/doku oran1 **™Tc-MAG3-folat’mn 6.63
ve “"Tc-MAG2-folat’in 9.05 olarak kaydedilmistir. Bu konjugatlar
arasindaki  fark  selatlayict  ajanm molekiil  biiyiikliglinden

kaynaklanmaktadir (Okarvi et al., 2006).

Kim ve arkadaslar1 **™

Tc-PEG(polietilenglukol)-folat bilesiginin
in-vivo modelleme yontemi ile ¢aligmalar1 sonucunda 4. satte
tiimor/normal kas oranimi 4.3’e ulastigini ve 4 saat sonrasinda ise 1.2 nin

altina diistiigiinii gézlemislerdir (Kim et al., 2007).

Bu c¢alismalar arasinda Siegel ve arkadaslar1 tarafindan klinik

. 111
olarak denenmis;

In-DTPA-folat radyofarmasotigi kotii huylu ve 1yi
huylu lezyonlarin saptanmasinda non-invaziv (girisimsiz) olarak

goriintiileme saglanabilmistir (Siegel et al., 2003).

Hiicre kiiltiirtinde daha 6nce yapilan ¢alismalar, hedeflenmis terapi
icin antikanser 1ilaclar1 nanoparcaciklara eklemenin terapotik cevabi
arttiracag1 one siiriilmiistiir. Michigan Universite’sindeki bilim adamlar:
metotreksat: tiimor hiicrelerine sokabilmek i¢in folik asiti kullanarak
nanoteknoloji temelli bu tedavinin etkili oldugunu gostermislerdir

(Baker, 2005).

Bu c¢alisma ile FR (+) over tiimorlerinin goriintiilenmesinde

kullanilabilecek bir radyoisaretli folat konjugati elde edilecek ve



glinimiiziin Onemli kanser tiirlerinden olan over kanserinin erken
teshisine imkan saglayarak yeni bir konjugat sentezlenecek ve in-vivo
deneyler ile potansiyeli arastirilacaktir. Boylelikle bu tiir vakalarda
hastanin erken tedaviye yonlendirilmesi 6liim oranmi diisiiriicii 6nemli
bir etken olacaktr. Folik asitin radyoniiklidle baglanmasin
kolaylastirmak ve yapiyr hidrofilik hale getirerek folat reseptore
afinitesini arttirmak i¢in hidrofilik bir grup olan sitrik asit bilesigi yapiya

99m:

takilarak kalay kloriir (SnCl,) indirgeme metoduyla ~ " Tc radyoniiklidi

ile isaretleme gerceklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kanser ve Over Kanseri

Insan bedenini olusturan sayisiz hiicrenin her birinin ¢ekirdeginde degerli
bir hazine gibi saklanan deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiilii, cesitli
etkenler tarafindan hasara ugratildiginda, bazen hiicreler kontrol dis1
cogalma ve yayilmaya baslarlar. Giderek, bulunduklar1 yerden tasmaya
ve viicudun bagka bolgelerine tasinmaya baslarlar. Buna metastaz
(yavrulama) denir. Bu durum, govdesinden ¢ikan bacaklar1 ve
kiskaglartyla bir yengeci animsattigindan bu hastaliga, Latince’de yenge¢
anlamina gelen ‘Kanser’ ismi konmustur. DNA’y1 hasara ugratan bu
etkenler; cesitli tahris edici veya toksik kimyasallar (sigaradakiler gibi),
radyasyon (giines 1s1gindakiler dahil) 6zellikle mukoza denen Ortiicii
tabakalarda stirekli tahris yapan fiziksel nedenler, bazi viriisler veya bazi

kalitsal faktorlerdir (http://www.kanseroloji.com/kanser-nedir/).

Diinya’ya baktigimizda, sadece bizim iilkemizde degil Diinya’da insanin
veya canlmin yasadigir her yerde kanser riskine rastlanmaktadir. Bazi
iilkelerde bazi kanser tiirleri daha fazla goriiliirken, bazi iilkelerde daha
az goriilmektedir. Ulkeden iilkeye kanser tiirlerinin farkli oranlarda
goriilmesinin  nedeni insanlarmm beslenme ve yasam tarzindaki
farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Diinya saghk Orgiitiiniin 2001
verilerine gore Olim nedeni olarak kanser kalp hastaliklarindan,
enfeksiyon hastaliklarindan ve solunum sistemi hastaliklarindan sonra

dordiincii sirada yer almaktadir. Erkeklerde en sik goriilen kanser sirasi



ile % 29 ile prostat kanseri, % 14 ile akciger kanseri, % 10 ile kalin
bagirsak ve makat kanserleridir. Erkeklerde kansere bagli en dnemli
Oliim nedenleri ise sirasiyla % 31 ile akciger, % 11 ile prostat kanseri, %
10 ile kalin bagirsak/makat kanserleridir. Kadinlarda en sik goriilen
kanserler sirasi ile % 30 ile meme kanseri, % 12 ile akciger kanseri, % 11
ile kalin bagirsak ve makat kanserleri, % 6 ile rahim kanserleridir.
Kadinlarda kansere bagli en 6nemli 6liim nedenleri ise sirastyla % 25 ile
akciger, % 15 ile meme, % 11 ile kalin bagirsak/makat kanseridir

(http://www.adnanaydiner.com/hastalar_kanser nedir_02.htm, 2007).

Over kanseri, jinekolojik kanserleri icinde en ge¢ tanisi konabilen
ve bu nedenle en fazla 6liime sebebiyet veren kanser tiiri olmas1 nedeni
ile ayr1 bir 0neme sahiptir. Kadin kanserlerinin % 4’iinii, genital
kanserlerin ise % 23’linli meydana getirir. Over kanser tanisi konulan
kadinlarda 5 yildan uzun yasama siiresi % 35 civarindadir. Her yasta
goriilmesine ragmen en fazla 45 yasindan sonra rastlanir. Menopoz
oncesi donemde over tiimorlerinin sadece % 7’si kanserken bu oran
menopoz sonrast % 30’a ¢ikmaktadir. Over dokusu pek ¢ok degisik
hiicreyi barindirmaktadir. Kanserin koken aldigi hiicre tiirtine gore de
goriilme yaslar1 ve oranlar1 degisir. Over kanserinin ve diger tiim
dokularin ana yapisimni olusturan epitelyum hiicrelerden koken alan
timorler en sik goriilen tiimorlerdir. Over kanserinin ve diger tiim
dokularin ana yapisini olusturan epitelyum hiicrelerden koken alan
timorler en sik goriilen tiimorlerdir. Over kanserinin erken teshisi ¢ok
biiylikk 6onem arz etmektedir. Over kaynakli kitlelere siklikla cerrahi

yaklagim Onerilmektedir. Bu da, cerrahi tedavi gerektirmeyen iyi huylu



kitlelerde gereksiz cerrahi girisime neden olmaktadir. Giiniimiizde bu
amacla kullanilan goriintiileme yOntemlerinin basinda Ultrasonografi
(US) ile Renkli Doopler Ultrasonografi (RDUS) gelmektedir ve klinik
uygulamanin devami seklinde gelmektedir. Magnetik Rezonans (MR) ve
Bilgisayarli Tomografi (BT) ise US’nin tamamlayicis1 konumundadir
(Tiirk, 2006). Over kanseri tanisin1 giiglendiren ve bu konuda hekimlere
son derece yardimci olan bir bagka tetkikte tiimor belirtegleridir. Timor
belirtecleri kabaca normal dokularda fazla miktarda bulunmayan ancak
malign dokulardan kana saliman maddeler olarak tanimlanabilir.
Kullanilan ya da arastirma safhasinda olan pek cok belirte¢ olmasina
ragmen ideal bir tiimdr marker heniiz saptanamamistir. Over kanserinde
en ¢ok isimize yarayan CA 125 adi verilen belirtegtir. Over bolgesinde
siipheli bir kitle bulunan kadinlarda yiiksek saptanmasi taniy1 destekler.
Ancak sigara i¢imi, erken gebelik, endometriozis gibi hastaliklarda da
yiikselebilmesi bunun giivenilirligini kisitlar. Bu da bize dokularm
patofizyolojisinin tespiti i¢in radyoaktif iz slrme tekniklerinin

kullanilmasi, non-invaziv goriintiilemeye olanak saglamaktadir.

2.2 VITAMINLER

Vitaminler, ©6zel hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde
viicudun eser miktarda gereksinim duydugu organik bilesiklerdir.
Cozilinlirliiklerine  ve  metabolizmadaki  fonksiyonlarma  gore
siniflandirilabilirler (Champe and Harvey, 1997). Organik ¢ozgenlerde
coziinenler (A, D, E ve K) ‘yagda ¢oziinen’ vitaminler grubunu ve Bl

vitamini (tiyamin), B2 vitamini (riboflavin), B6 vitamini, B3 vitamini



(niyasin), B12 vitamini, folik asit, biyotin, pantotenik asit ve C vitamini

ise ‘suda ¢6ziinen’ vitaminler grubunu olusturur.

Coziiniirliiklerine gore yapilan bu smiflandirma, vitaminlerin
onemli fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesinin yanm sira yagda ¢oziinen
vitaminlerin genellikle yaglara benzer sekilde emilime ugradiklarmi,
tasindiklarm1 ve wuzun siire depolandiklarmi animsatmaktadir. Bu
smiflama suda ¢oziinen maddelerle ayn1 metabolik sonu paylastiklarini,
viicutta daha kisa siire tutulduklarin1 ve idrarla hizli sekilde atildiklarini
belirtmektedir. Ayrica genel fonksiyonel fark olarak suda ¢6zlinen
vitaminlerin memeli ve mikroorganizmalardaki c¢esitli enzimatik
tepkimelerde koenzim olarak o6nemli islevleri bulunmaktadir. Buna
karsilik mikroorganizmalar tarafindan nadiren kullanilan yagda ¢oziinen

vitaminlerin koenzim iglevi bulunmaz (Burtis and Ashwood, 2005).

2.2.1 Folik Asit

Folik asit, B grubundan bir vitamindir. Yesil yapraklarda yaygin
olarak bulundugundan bu ad verilmistir. Ciinkii Latince’de ‘folum’
yaprak manasindadir. Mitchell ve arkadaslar1 bu vitamini 1941 yilinda
ispanak yapraklarinda kesfetmislerdir (vikipedi, 2008). Bir grup pteroik
asit ile iligkili bilesige genellikle folik asit veya folat ad1 verilir. Pteroik
asit, pteridin halkasina bagli p-aminobenzoik asit katkisinda olusur

(Burtis and Ashwood, 2005).
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INH2-4-OH p-amino L-gltamil asit

benzoik asit

pteroik asit

Folik Asit
Sekil 2.1 Folik asitin molekiiler yapisi (Burtis and Ashwood, 2005).

Bu bilesik alkali c¢ozeltilerde floresans verir ve maksimum
absorbanslar1 256, 282 ve 365 nm’dir. Pteroik asitin bir molekiil L-
glutamik asit ile konjuge olmasi sonucu pteroilglutamik asit (PteGlu)
elde edilir. Bu bilesik, dihidrofolik asit’e (H,PteGlu veya FH2) veya
tetrahidrofolik asit’e (H4PteGlu veya FHy) indirgenir. Sadece indirgenmis
sekiller biyolojik aktivite gostermektedir. Insanlarda serum veya diger
viicut sivilarinda cesitli folik asit sekilleri bulunmasina karsin en 6nemli

folik asit sekli tetrahidrofolattir (Kisliuk, 2006).
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Sekil 2.2 5,6,7,8-Tetrahidrofolik asit. (Kisliuk, 2006).

2.2.2 Folik Asit ve Over Kanseri

Bir canliya ait tiim genetik bilgiyi tasiyan DNA molekiiliiniin
birimleri niikleotidlerdir. Bir niikleotidde fosforik asit, deoksiriboz ve

organik baz bulunur.

Sekil 2.2.1 DNA’nin yapisi ve replikasyonu. (www.aof.anadolu.edu.tr, 2008)
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Organik bazlar, purin ve pirimidin olmak iizere ikiye ayrilir.
Purinler adenin ve guanin, pirimidinler timin (urasil) ve sitozinden olusur
(http://www.aof.anadolu.edu.tr, 2008). Folik asit (veya folat), tek karbon
metabolizmasinda anahtar rol oynar, purinler ve pirimidinlerden timin
biyosentez i¢in gereklidir. Kanser hiicreleri normal hiicrelerden ¢ok daha
hizli boliinmektedir. Boylelikle DNA replikasyonu artmaktadir. DNA
replikasyonu swrasinda niikleotid olusumunda gerekli olan bazlarin
olusumu i¢in daha fazla folik aside gereksinim duymaktadirlar. Bu
nedenle kanser hiicrelerinde folat reseptorii artis1 sozkonusudur. Folik
asit, reseptorlerde diger tip tlimor hiicreleri icin de tiimor belirleyici
olarak kullanilmaktadir (over, endometrial, kolorektal, meme, akciger,
rebal ve beyin). Ozellikle over kanser hiicrelerinde folat reseptdr
sentezinin siklig1 saptanmistir (Sudimack et al., 2000). Over kadinlarda
goriilen kanser tiirlerinin yedincisidir. Kadinlarda kanserden 6liim sebebi
olarak ise bu kanser tiirii dordiincli swradadir. Over kanserinin erken
teshisi ¢ok biiylik bir 6nem arz etmektedir. Dokularin patofizyolojisinin
tespiti i¢cin radyoaktif folat konjugasyonlarinin kullanilmasiyla; non-
invaziv (girisimsiz) goriintiileme sans1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu gelismeler,
yani timor segici radyofarmastiklerin gelismesi, birincil ve metastatik
lezyonlarmn yerinin ve varligmin saptanmasimi, timdr evrelerinin ve
tedavisinin planlanmas1 hakkinda bilgi vermek ve tedaviye cevap veren
timorlerin  gorilintiillenmesine olanak saglamaktadir (Sudimack et al.,

2000).
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2.3. Folat Reseptorleri

Reseptor, hiicre i¢inde ya da iizerinde hormon, ilag, virlis v.b.’nin
0zel olarak baglandig1 ve bazi hallerde 6zel bir hiicre cevabinin
verilmesine yol acan ve bunlarm hiicreye girmesini saglayan, protein,
glikoprotein  ya  da  oligosakkaritlerden  olusan  yapilardir
(http://www.biyolojiegitim.yyu.edu.tr, 2008). Folat reseptor, hiicre
membraninda bulunan folat bagli proteinlere yiliksek afinitesi vardir ve
glikozilfosfatidilinositol (GPI) bagli membran glukoprotein olup, belirgin
agirhign 38-40 kDa arasindadir. Insanlarda folat reseptdriin iki tane
membran bag tipi vardir. Bunlar a ve y izomerleridir (Sekil 3.1). Folat
reseptoriin a izomerinden baglanan folik asitin ayirma giicii katsayist 0.1
nM olup, bu deger reseptor ile folat baglanmasi i¢in yaklasik on kat
diisik bir Ky degeridir. Bu nedenle folat reseptdr, y izomerinden
baglanan folik asite yliksek spesifik baglanma olanagi saglayacaktir

(Sudimack et al., 2000).

OH
O [0
N XY X N‘@’—< COOH
)l\ NP A i
H,N N
COOH
Y

Sekil 2.3.1.a ve y karboksil gruplarinan bagli folik asit yapisi.

Folat reseptorleri (FR), farkli kanser tiplerinde; oOzellikle over

kanserinde siklikla goriilmektedir. Folik asit ve folat konjugasyonlari;
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malign (kotii huylu) dokuda siklikla bulunan folat reseptorlerine karsi
yiiksek ilgiye sahiptir. Bu durum folik asit ve folat konjugatlarmin
ozellikle hedef kanser hiicrelerinde tutulumlarini olanak saglamaktadir.
Radyoniiklid ile isaretlenmis konjugatlar; tiimor hiicrelerinde artmis olan
folat reseptorleri tarafindan tutulmalariyla tiimoriin goriintiilenmesi

yapilabilmektedir.

Folik asit’in hiicre i¢ine alinmas1 ‘fagositoz’ olayma 6rnek teskil
eder. Endositoz, hiicre i¢ine biiyiilk molekiillerin alinmasinda gecerlidir.
Bu tip bir durumda, hiicre zarmin belirli bdlgeleri igeriye dogru
cokiintliler yaparak bir kesecik seklini alir. Hiicre igine almacak olan
maddeyi i¢ine hapseden bu kesecik, daha sonra zardan koparak hiicrenin
icine gecer ve ihtiyacin oldugu yere ulasir. Eger hiicre i¢cine alinmasi
gereken madde sivi ise olaym adi ‘pinositoz (igme)’ olarak, kati ise de

‘fagositoz (yeme)’ olarak bilinir.

Sekil 2.3.2 Folat reseptor hedefli endositozun sematik gosterimi (Sudimack et

al., 2000)
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Folat reseptor (+) hiicrelerine sahip tiimor hiicrelerine ilag
gonderiminin iki sekilde gergeklestigi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir.
Birincisi, reseptore monoklonal antikor baglamak, ikincisi ise folat
reseptoriine karst yiiksek affiniteye sahip folik asit baglamaktir.
Monoklonal antikor baglamak, klinik olarak timor goriintiileme ve
immiinoterapi i¢in uygun ve over kanserli hastalarda anlamli
hedeflenebilirlik gostermistir. Folik asit ise folat reseptorlerine yliksek
ilgiye sahip bir ligandtir. Folik asit, y karboksil yoluyla elde edildigi
zaman folat reseptorlerine baglanma 6zelligi gostermektedir. Bu nedenle;
folat konjugatlari, folat reseptorlerin hedeflenmesinde alternatif bir
yontem olarak Onerilmektedir. Yapilan caligmalara gore folatin FR ile
birlesiminde, molekiil agirhigi hafif olan radyofarmasétiklerin
radyosaretli antikorlardan ¢ok daha uygun farmakokinetik gosterdigi ve
ayrica bu radyofarmasotiklerin ¢cok daha fazla timor seciciligi

gosterdikleri ortaya konulmustur (Sudimack et al., 2000)

2.4. Radyoisaretli Folik Asit Tiirevleri

Folat reseptor hedefleme ile yapilan timor goriintiileme farkl
ajanlar kullanilarak da yapilmustir. Ornegin; PEG-folat, ®’Ga-DF-folat,
"n-DTPA-folat, **"Tc-HYNIC-folat gibi radyoaktif konjugatlar
kullanilmustir. In-vitro olarak isaretli konjugatlar ile folat reseptdriinii
hedeflemislerdir. Diisiik molekiil agirlikli folat konjugeleri, radyoisaretli

antikorlarla  karsilastirildiginda  folat  konjugatlarinin  viicuttan
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temizlenmesi daha hizlidir. Bunun sebebi yapisinin kiigiik olmasidir.
Tiimor/zemin oranlar1 yiiksektir. 67Ga, mIn, 9ompe iceren folat

konjugeleri degerlendirilmistir.

"n-DTPA-folat  radyoisaretli konjugatin  radyofarmasotik
potansiyeli incelenmistir tiimor/kan orant 82/1 olarak kaydedilmistir
(Wang et al., 1997). Bu ¢calismani devami olarak 2003 yilinda, Siegel ve
arkadaslarinca yapilan calismada kotii huylu ve iyi huylu lezyonlarin
saptanmasida non-invaziv goriintiileme saglayabilmislerdir (Siegel et

al., 2003).

Guo ve arkadaslar1 *™Tc radyoniiklidi ile isaretli HYNIC-folat’ mn
baglanma 6zelligini hiicre kiiltliriinde c¢alisarak FR’lerin endositoz ile
hiicre i¢ine almimi serbest folik asitin alinmasindan c¢ok daha iyi

oldugunu gostermislerdir (Guo et al., 1999).

Mathias ve arkadaslarinca folat bilesigine DEF ligandinin
baglanmasini iceren sentez agamalar1 sonucunda Ga radyontiklidi ile
isaretlenmesi FR’ lere gonderilen bilesigin tutulumunun sadece DF
bilesigi ile olusturulan ®’Ga-DF bilesigine gore 100 kat daha fazla
hedeflenme kabiliyeti gostermistir (Sudimack et al., 2000).

Okarvi ve arkadast Jammaz FR’lere radyoisaretli folat
konjugatlarinin génderiminde selatlayici ajanin bu hedeflemede nasil bir
rolii oldugunu arastirmuslardr ve bunu **"Tc-MAG3-folat ve **™Tc-
MAG?2-folat radyofarmasotikleri ile gerceklestirmislerdir. Hiicre kiiltiirii

calismalar1 sonucunda elde edilen verilere gore, P9mTe-MAG2-folat’in
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PMTc-MAG3-folat’a gore FR’lere baglanma giiciiniin daha fazla

oldugunu kanitlamislardir (Okarvi et al., 2006).

Kim ve arkadaslar1 2007°de yapilan calismalarinda **™Tc isaretli
PEG-folat’1 gonderimi sonucunda 4 saatte tlimor/kas oran1 4.3 ve 4. saat

sonrasinda ise 1.2’nin altinda oldugu gézlenmistir (Kim et al., 2007).

Bu caligmalarin yani sira terapotik olarak Baker ve arkadaslari
tarafindan 2005 yilinda yapilan calismada metotreksat isimli antikanser
ilact folat ile birlestirmisler ve bu tedavinin etkili oldugunu

gostermislerdir (Baker et al., 2005).
2.5 Teknesyum-99m (**™Tc¢) Kimyasi

Teknesyum, periyotlar cetvelinde ilk kesfedilen sentetik elementtir.
Ismi yunancada sentetik anlamma gelen technetos’tan gelir. italyan bilim
adamlar1 Carlo Perrier ve Emillio Segre tarafindan 1937 yilinda siklotron
molibdenin ddteryum ile 1smlanmasi sonucu elde edilmistir (vikipedi,
2007). **Mo bir nétron yakalayarak **Mo’a doniisiir. *°Mo, 66 saat yar1
Omiirle negatif beta (B) ve gama (y) 1s1mast bozunumunu yaparak,

Teknesyum-99m (7™

Tc)’e doniisiir. Teknesyum’un en uzun yar1 Omiirlii
olan **T¢’in yar1 6mrii yaklasik 4.200.000 yildir. Beta bozunmas: ile
PRu’e dontiglir. Teshis icin kullanilan radyofarmasétiklerin ¢ogu;
jeneratOr vasitasi ile elde edilir. Niikleer tip uygulamalar1 i¢in kullanilan
P™Tc’in yarllanma siiresi 6 saat ve enerjisi 140 keV’dir. *™Tc;
jeneratdorden en muhtemel oksidasyon diizeyi olan +7 degerlikli

perteknetat yapisinda sagilir. **™Tc jeneratdrii aliminyum oksit (ALO3)
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iizerinde adsorbe edilmis fisyon iiriinii *’Mo igerir. En 6nemli enerjisi
740 keV’lik vy enerjisidir. Beta () bozunumu ile % 87.5 oraninda
9mTee doniisiir (Unak, 2003).

99Mo

~ p-. ¥ 67 saat
99mTc
v. 6 saat
9Te z B-. 2.2x10-5 v

99Ru

Sekil.2.4. ™ Tc¢ Bozunum Semasi

Jeneratorden elde edilen steril ve izotonik sodyum perteknetat
coOzeltisi jeneratorden alindig: sekilde niikleer tip kuruluslarinda sintigrafi
calismalarinda veya genellikle liyofilize kit olarak saglanan c¢esitli
kimyasal bilesiklere baglanarak tani amaciyla in-vivo olarak

k 99m:

kullanilabilir. Anca Tc perteknetat (**"TcOy) yapisinda iken ortamda

bir indirgen ajan yoksa kendiliginden elektronegatif gruplarla selat

#m1e komplekslerinin ¢ogu kompleks

bilesikler olusturamaz. Genelde
yapacak ajanin varhiginda, perteknetat1 indirgeyici ajanla (Sn-II iyonu
gibi) indirgenmesi ile hazirlanirlar. Bu sekilde indirgenmis teknesyum,
oksoteknesyum ((0=""Tc=0)", (*™Tc=0)"") veya nitrodoteknesyum
("Tc=N)*"  yapisindadir.  Teknesyum  oksoteknesyum  veya
nitridoteknesyum yapisinda iken ortaklanmamis elektron bulunan N, S,

O, P gibi elektroselatlayici gruplarla (SH (tiyol), CO, (karboksilat), -NH
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(amin), PO’ (fosfat), CNOH (oksim), OH" (hidroksil), P (fosfin), NC

(izonitril) ile 6 koordinasyonlu selat bilesikler olusturabilir.

Asagidaki denklem *™TcO4 nin Sn(Il) ile asidik ortamda

indirgenmesini gostermektedir.
99m - ++ + 4+ 99m +
TcO4+Sn +4H — Sn™ + 7"TcO ,+ 2H,0

Perteknetat’t indirgemek icin kalay kloriir, kalay sitrat, kalay
tartarat, konsantre HCI, sodyum borhidrit, demir siilfat ¢esitli indirgen
ajanlar kullanilmaktadir (Unak, 2003).

2.5.1. ®™Tc isaretli bilesiklerin kalite kontrolii

Radyofarmasétiklere duyulan ihtiya¢ diinyanin her yerinde oldugu
gibi  Tiirkiye’de de giderek artmaktadir. Radyofarmasdtiklerin
hazirlanmasinda ve uygulanmasinda insan sagligina zarar verilmemesi ve
miimkiin olan en kaliteli bilginin temin edilmesi sarttir. Niikleer tipta
radyofarmasotiklerin yaklasik % 90°1 tani, geri kalani ise tedavi amaciyla
kullanilir. Genellikle eser miktarda kullamildiklar1 i¢in farmakolojik
etkileri yoktur. Insanlara verildikleri igin steril, apirojen olmalidir ve
normal ilaglara uygulanan kalite kontrollere tabi olmalidirlar.
Radyofarmasdtiklere uygulanan kalite kontrol testleri  Avrupa
farmakopesinde (Eur-Ph) verilen tariflere uygun olarak yapilmaktadir.
Eur-Ph’da radyofarmasétikler i¢in verilen monogramlarda belirtilen
kalite kontrol testleri bulunmaktadir. Radyoniiklidik saflik, uygulanmasi

amaglanan radyontiklide ait radyoaktivitenin radyofarmasdtikte bulunan



19

toplam radyoaktiviteye orani olarak tanimlanir. Radyoniiklid tiretimi
sirasinda radyoniiklid safsizliklar {iriin olarak olusabilir. Bu radyontiklid
safsizliklarm radyofarmasdtikte bulunusunun sakincalar1 vardir. Hem
hastaya fazla radyasyon dozunun verilmesine neden olur, hem de
sintigrafik ~ imajlamada  goOriilmek  istenilen  organ1  Ortebilir.
Radyokimyasal saflik, bilesikte belirtilen kimyasal yapidaki
radyoniiklidin radyoaktivitesinin toplam radyoaktiviteye orani olarak
tanimlanir. Cogu tam radyofarmasétiklerinde radyokimyasal safligin %
95’in lizerinde olmasi istenir. Radyokimyasal saflik tayini i¢cin kagit
kromotografisi, ince tabaka (TLC) ve hizli ince tabaka (ITLC)
kromotografisi, yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) jel
kromotografisi, kagit ve seliiloz asetat elektroforezi kullanilir. Son
yillarda ™
ITLC cabuk olmas1 acisindan tercih edilmektedir (Akgiin et al., TAEK,
2002).

Tc radyofarmasotiklerinin radyokimyasal saflik tayininde

2.5.1.1 ince tabaka kromatografisi (Thin layer chromatography):

Ince tabaka kromatografisi (TLC), bir ‘kati-sivi adsorpsiyon
kromatografisidir’. Bu ydntemde sabit faz, cesitli boyutlardaki cam
plakalar {istiine, ince tabaka halinde kaplanmis kat1 adsorban maddeden
olugmaktadir. Asorblanan madde olarak; alumina, silika jel, seliiloz v.b.
kat1 maddeler kullanilabilir. Bu yOntemde hareketli fazin sabit faz
iizerinden ilerleyisi, asagidan yukar1 dogru olur. Coziicii kilcallik etkisi
ile icerisine daldirilan ince tabaka plakasi {izerinde yiiriir. Bu islem

sirasinda, plakanm alt kesimlerine mikropipetle 6nceden damlatilmis
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olan karisimi da farkli hizlarla yukariya stiriikler. Ayirim bu sekilde
saglanmis olur. Yiirime hizi maddenin, kati fazin ve ¢oziiciiniin

polaritesine baglidir (Yurt, 1998).

Bilesiklerin saptanmasma yardimcit olmak amaciyla, referans
materyali de plaga uygulanir ve 6rneklerle birlikte kromatografi islemi
yiiriitiiliir. Orneklerin aldiklar1 yollarm ve lekelerin dzelliklerinin referans
bilesiklerle karsilastirilmasi ile geg¢ici bir saptama yapilir. Bilesigin
goreceli-goc ettigi uzaklik go¢ uzaklhigi ‘R’ olarak gosterilir. Ry 6rnek
lekesinin go¢ uzakliginin hareketli faz go¢ uzakligma bolimiidiir. TLC’
nin avantajlari; bir bilesigin ayrilma ve goriintilenme kolayligs;
temizleme asamasma gerek olmadan, saf olmayan ‘kirli’ Orneklerin
kromatografisinin yapilabilme olanagi; tek bir calismada birden c¢ok
ornegi analiz edebilme kapasitesi ve diisiik maliyetli olmasidir (Bowers

et al., 2008).

radyokimyasal bilesenin ilerledigi uzakhk
Ri=

cozgenin ilerledigi uzaklic

2.5.1.2 Kagit elektroforezi

Elektroforez, ¢ozeltideki iyonlarin elektrik akiminm tesiri ile
meydana gelen hareketlerini tanimlamak i¢in kullanillan terimdir.
Elektroforez ¢ok cesitli iyonize maddelerin ayrimi ve analizi i¢in
uygulanan c¢ok yonli ve giicli bir analitik tekniktir. Klinik

laboratuarlarda ayrilmasi istenen analizler arasinda viicut sivi ve
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dokularinda bulunan proteinler, peptidler, aminoasitler, niikleik asitler,
oligoniikleotitler, niikleotitler, niikleozitler, organik asitler ve kiiclik
anyon ve katyonlar sayilabilir. Elektriksel alan igerisindeki gog, elektrik
akiminin siddetine, net yiike, molekiil sekline, soliisyonun iyonik giiciine,
viskozitesine ve sicakligina baghdir. Go¢ hizi protein molekiilii
iizerindeki yiikiin biiyiikliigii ile dogru orantihdir. Iyonik bilesiklerin
iyonlagmasi, elektroforezin temelini olusturmaktadir. Elektriksel alanda
(+) yiikli tanecikler (katyonlar), (-) kutba (katota); (-) yiikli tanecikler
(anyonlar), (+) kutba (anoda) dogru hareket ederler (Skoog, 1998).

2.5.1.3 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografi biitliin analitik ayirma
teknikleri arasinda en yaygmn kullanilanidir. Yontemin bu kadar yaygin
olmasinin sebepleri, duyarliligi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla
uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca
bozunabilen tiirlerin ayrilmasinin uygun olmasi ve hepsinden de 6nemlisi
sanayinin, bir¢ok bilim dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi
maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere
ornek olarak; aminoasitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar,
karbonhidratlar, ilaglar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler,
metal-organik tiirler ve g¢esitli inorganik bilesikler sayilabilmektedir.
HPLC’nin en 6nemli avantaji ayirma giicli, duyarlilig1 ve ger kazanimin
yiiksek, hizli bir yontem olmasidir. Bu yontemde hareketli faz 10-400
atm basing altinda kolondan 0.1-5 mL/dk. gibi yiiksek bir hizla gegirilir.

Bunun sonucu ayirma hizi ¢ok daha diisiik olan ve hidrostatik basingla
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calisan agik sivi kolon kromatografisine gore cok daha yiiksek
olmaktadir. Ayrilmak istenen karigim, kolonun basindan enjekte edilir.
Birbirinden ayrilan maddeler kolonu terk edip dedektorden gectikten
sonra kaplarda toplanir. Sonugta ayrilan maddeler pikler halinde kagida
kaydedilir. Bu maddelerin kimyasal o6zelliklerindeki farklilik kolonda
alikonma siireleri (Rt) olarak yansimaktadir (Skoog, 1998; Theobald,
1989).

2.6 Lipofilite

Lipid ¢oziiniirligi (lipofilite), maddenin yagda ¢oziinme egiliminin
Olciisii; lipid/su katsayisi, yani lipofilitesidir. Maddenin lipid/su katsayis1
ne kadar biiyiikse; lipid membrandan absorpsiyonu o kadar fazla olur.
Kiigiik suda ¢oziiniir molekiiller normal su akismi saglayan su porlari (i¢
su dolu kanallar) aracilig1 ile gegerler. Biiyiik suda ¢dziiniir molekiiller
membranin lipid kismindan yavas bir sekilde gecerler. Genellikle fazla
iyonize olan maddelerin yagda c¢Oziiniirliigii azalir. Bu nedenle

membrandan zor gegerler (Theolbald, 1989).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullamlan kimyasallar

Tc-99m (Na”™TcO7y) (Monrol A.S.) (E.UNikleer Tip A.D.’ndan
saglanmistir),

Folik Asit (Sigma-Aldrich),

Kalay klortir dihidrat (SnCl,.2H,0) (Merck),

Sitrik Asit (Merck),

N-Hidroksistiksinimid (NHS) (Merck),
1,3-Disikloheksilkarbodiimide (DCC) (Aldrich),

Hidrazin hidrat (NH,NH,.H,O) (Sigma-Aldrich),

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Merck),

Hidroklorik asit (Merck),

Dietileter (C,Hs-C,Hs) (Merck),

Asetonitril (CH3CN) (Merck),

Etanol (C,HsOH) (Merck),

Kalsiyum kloriir (CaCl,) (susuz),

Aseton (CH3;COCH;3) (Merck),

Kloroform (CHCl;) (Merck),

2-Propanol (Merck),

Metanol (CH3OH) (Merck),

Trifloroasetikasit (TFA) (Merck),

Asit-sitrat-dekstroz tampon soliisyonu (ACD) (Eczacibasi-Baxter),
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n-Oktanol (Merck),

Serum Fizyolojik (SF) (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi),
Membran Filtre (Sartorius),

Filtre Kagidi (Whatman),

ITLC-SG (Merck-5554),

Elektroforez Kagidi (Whatman 1).

3.1.2 Kullanilan cihazlar

e RAD-501 Cd(Te) tek kanalli sayim sistemi (E. U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1),

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

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

e Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometre (LC-MS/MS), [Agilent
LC-MSD SL ion trap] (Ege Universitesi Ilag Arastirma
Enstitiisii),

e Liyoflizator (Labcom) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali),

e Kagit Elektroforezi Cihazi (Gelman) (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali),
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e UV lamba (G15T8 15W Germicidal Lamp UV-C) (E. U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr).

3.2 Kimyasal Sentez Basamaklan

3.2.1 Folat Hidrazid Sentezi

B grubu bir vitamin olan folik asit ticari olarak temin edilmistir. {1k
olarak folik asitin N-hidrosisiiksinimid (NHS) esteri sentezlenmistir.
Folik asitin folat hidrazid yapisma doniistiiriilmesi i¢in gerekli bir
asamadir. Bu sentezin gerceklesmesi i¢in 1 g folik asit, 50 mL
dimetilsiilfoksitte (DMSO) c¢oziilmiistiir ve ¢ozeliye 1:1 oraninda N-
hidroksisiiksinimid (NHS) / disikloheksilkarbonimid (DCC) eklenmistir.
Bu reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 16 saat, oda sicakliginda ve 1siksiz
ortamda bekletilmistir. Reaksiyon sonucunda olusan yan iirlin
disikloheksiliire filtre edilerek wuzaklastirilmistir. Olusan NHS-folat
¢Ozeltisi kullamlana kadar -20 °C” de saklanmustir (Sekil 3.1). Daha sonra
folat-hidrazid sentezi i¢in, NHS-folat ¢ozeltisine Hidrazin hidrat’in asirisi
ilave edilmis ve bu karisim oda sicakliginda 4 saat karistirilarak
reaksiyonun gerceklesmesi saglanmistir. Folat-hidrazid ¢6zeltisine HCI
ilave ederek iirlin, hidroklorid tuzuna doniistiiriilmiistiir ve 1:1 oraninda
aetonitril/dietileter ile isleme sokulmustur. Coktirme islemini
gerceklestirmek icin etanolle muhamele edilmistir ve santrifiijlenmistir.
Elde edilen ¢okelek liyofilize edilerek kurutma islemi gergeklestirilmis

ve ¢alismalarda buradan alinarak yapilmistir. Folat-Hidrazid bilesigi elde
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edilmistir (Sekil 3.2). Daha sonraki sentez basamaklarinda kullanilmak

tizere -20 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.

OH
N HO
N7 e NH S0 |
J|\ | COOH O M2
R = . 4
HM™ N N NH
Folik Asit COOH NHS
OH
N=C=MN
S
DCC N T NH T 0
)|\ | CH,
o o T
HZN N M MH +
—0
o]

NHS-Folat O\ M o]

Sekil 3.1 NHS-Folat bilesiginin sentezi
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NHS-Folat Hidrazin Hidrat
(0]
OH
T N“x "
)N|\ NH | O CH,
M N/ N/ s NH
2

Folat-Hidrazid

Sekil 3.2 Folat-Hidrazid bilesiginin sentezi

3.2.2 Sitro-Folat bilesiginin elde edilmesi

Bu sentez basamagnda, sitrik asitten 0.1 mmol tartilmistir ve bir
beher igerisine alimarak DMSO (dimetilsiilfoksit)’da ¢oziilmiistiir.
Sentezlenen folat-hidrazid bilesiginden 0.01 mmol alinip, hazirladigimiz
sitrik asit ¢ozeltisine ilave edilmistir. Bu karisim tizerine 0.05 mmol
CaCl, ilave edilmistir ve reaksiyonun tamamlanmasi i¢in yaklasik 1 saat
karistirilmigtir.  Reaksiyon sonucunda elde edilen c¢ozelti etanolle
coktiiriilerek liyofilize edilmistir. Sonug olarak elde edilen portakal renkli
sitro-folat bilesigidir.
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Sekil 3.3 Sitro-Folat Bilesiginin Sentezi

3.3 inaktif Bilesenler icin Kullanilan Kromatografik Yontemler

Folik asit, NHS-folat, Folat-hidrazid, Sitro-folat ve Sitrik asit
maddelerinin kalite kontrolii Ince Tabaka Kagit Kromatografi (TLC),
Yiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) yOntemleri ile
gerceklestirilmistir.
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3.3.1 TLC yontemi

Bilesiklerin ince tabaka kromatografisi ile kalite kontrolii i¢in
silikajel kapl, kalinliklar1 0.1 mm olan 20 x 20 cm boyutlarindaki
alimiinyum tabakalar (Merck 5554) kullanilmistir ve bu tabakalar 1.5 x
10 cm’ lik seritler halinde kesilmistir. Her bilesik i¢in ayr1 serit
hazirlanmistir ve seritlerin baglangi¢ noktasindan tizerine 0.5 cm igeriye
kapiler (kilcal boru) yardimiyla inaktif bilesenler damlatilmistir. Solvent
sistemi olarak 2-propanol: kloroform (7:3) kullanilmistir. TLC’ler tankin
icerisine yerlestirilmistir ve bitis noktasina yaklasik 8 cm varken seritler
cikartilip, oda sicakliginda kurutulmuslardir. Kurutulan TLC seritlerine
UV lamba altinda bakilmistir ve Ry degerlerinin birbirinden farkli oldugu

goriilmiistiir. Bu boliime ait sonuglar 4. Boliim’de belirtilmistir.

3.3.2 HPLC yontemi

Bu calismada uygulanan HPLC analizlerinde Nucleodur 100-5 C18
RP-C18 kolonu (250 x 4.6 mm [.D.) (Macharey-Nagel) kolon
kullanilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk olup, dalga boy 240 ve 280 nm’ye
ayarlanmistir. Sekil 3.1°de gradient sistemi agiklanmustir. Inaktif Folik
asit, NHS-folat, Folat-hidrazid, Sitro-folat ve Sitrik asit bilesenlerine ait

kromatogramlar 4. Boliim’de verilmistir.
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Cizelge 3.1 HPLC yonteminde uygulanan kromatografik kosullar

Kolon

RP-C18 (100 x Smm L.D.)

Akis hizi

1 mL / dak

Dalga boyu

240 nm ve 280 nm

Mobil faz

% 0.1 TFA Asetonitril ve TFA su

Sicaklik

40°C

Cizelge 3.2 HPLC solvent sistemi zaman programi

(%) (%)
Zaman
Uygulanan (dk.) Konsantrasyon |Konsantrasyon
' (Asetonitril) (Su)
Zaman 0.03 15 95
Programi 20 10 90

3.4 isaretleme Yontemi

99m: 99m

Tc-Sitrat,

Tc-Sitro-Folat,

99m

TcO, ve Indirgenmis teknesyum

(ind.”™Tc) bilesiklerine ait RHPLC ve RTLC R degerlerini igeren

cizelgeler ve elektroforez diyagramlar1 4. Boliim’de verilmistir.
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3.4.1 *™Te¢-Sitrat’ in hazirlanmasi

10 mg sitrik asit 2 mL saf suda ¢oziilerek ¢ozelti hazirlanmstir.
Cozeltinin pH> 1 0.5 N NaOH ile 5’e¢ ¢ekilmistir. Hazirlanan sitrat
cozeltisi tizerine 0.2 mL SnCl, (1 mg SnCL.2H,O / 1 mL H,O) ilave
edilmistir. Uzerine 0.1 mL 37 MBq (1 mCi) *™TcO, ilave edilerek 15
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir (Ercan et al., 1992).

3.4.2 ®*™T¢-Sitro-Folat’ in hazirlanmasi

Sentez sonucu elde edilen Sitro-folat’tan 0.5 mg almip 1 mL
DMSO’ da ¢oziilerek ¢ozelti hazirlanmistir. Buradan 300 pg alnip
iizerine 100 pL kalay kloriir ¢ozeltisi (1 mg SnChL.2H,O / 1 mL H,0)

ilave edilmistir. Cozelti iizerine 0.1 mL 37 MBq (1 mCi) **™

TcOy4 ilave
edilmis ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek isaretleme

reaksiyonu gerceklestirilmistir.
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3.5 Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontroliinde Kullanilan

Yontemler

3.5.1 Kagit elektroforezi yontemi

Elektroforez islemi 1.5x24 cm boyutlarindaki Whatman
elektroforez kagitlar1 kullanilmistir. Kagitlarin pozitif ve negatif uglari ile
kagidin 10. cm’sine uygulama noktas: isaretlendikten sonra kagitlar
banyo ¢ozeltisi olan % 0.9’luk serum fizyolojik (SF) c¢ozeltisinde
isitilarak elektroforez kabina yerlestirilmistir. Uygulama noktasmna 5 pL’
lik &rnekler “"Tc-Sitrat, “*"Tc-Sitro-folat, *"TcOy, Ind. *™Tc
damlatilmistir. 1.5 saat boyunca 250 Volt potansiyel fark altinda
elektroforez islemi gergeklestirilmistir. Islem tamamlandiktan sonra
wattman kagitlar elektroforez kabindan ¢ikarilarak oda sicakliginda
kurumaya birakilmistir. Kuruyan kagitlar ortadan kesilerek TLC-
Scanner’da ayr1 ayri1 aktiviteleri Olgiilmiistiir. Elde edilen yliriime

mesafeleri ile 6rneklerin yiikleri hakkinda bilgi edinilmistir.

3.5.2 Radyo ince tabaka kromatografi (RTLC) yontemi

99m: 99m

Sentezlenen aktif bilesiklerin, Tc-Sitrat, Tc-Sitro-folat,
PmTe0,4 ve Ind. *™Tc igin RTLC ile kalite kontrol calismalarinda sabit
faz olarak (10 x1.5 cm) boyutlarinda silikajel kapl plakalar kullanilmistir
ve TLC-Scanner cihazi kullanilarak sayimlar1 gergeklestirilmistir. RTLC

banyo ¢ozeltisi olarak % 0.9°luk NaCl (SF), aseton ve ACD c¢ozeltileri
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99m:

kullanilmustir. *™Tc ile isaretli bilesenlerin, **™TcO4 ve Ind. *™T¢’ a ait

R¢degerleri ve verimleri Boliim 4°te verilmistir.

3.6. n-Octanol / Su Oranin Bulunmasi (Lipofilite)

9mTe Sitro-folat bilesiginin lipofilite tayini igin, bir santrifiij

tiipline esit hacimde n-oktanol ve su koyulduktan sonra isaretli bilesikten
100 pL (0.5 mg /1 mL) alinarak karisima ilave edilmistir. Vortekslenen
santrifiij tlipli 1 saat boyunca kursun kabin icerisinde karistrilmaya
brrakilmistir. Karigtirma islemi tamamlandiktan sonra santrifiij tiipii 3000
rpm’ de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda alt ve {ist fazdan
farkli tiiplere 100°er pL oOrnek alinmistir ve Cd(Te) dedektorii ile
aktiviteleri sayillmistir. Ayni islemler {i¢ kez tekrarlanmistir. Elde edilen

deneysel ve teorik sonuglar 4. Boliim’de yer almaktadir.

3.7. Serumda Stabilite

99mTc-Sitro-folat bilesiginin serumdaki stabilitesine bakilmustir. Bu

amacla ™

Tc-Sitro-folat isaretli bilesiginden 300 pL (0.5 mg/l1 mL)
almip tizerine 600 pL kan serumuna eklenmis ve 15 dk, 1 saat, 3 saat, 4
saat ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. RTLC yontemi ile isaretli
bilesigin kan serumundaki verimi aseton, serum fizyolojik ve ACD
solventleri kullanilarak tayin edilmistir. Serum stabilitesine ait sonuglar

4. Bolum’de bulunmaktadir.
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3.8. Disi Albino Wistar Sicanlar Uzerinde Yapilan Biyodagilim

Cahsmalan

Biyodagilim ¢alismas1 yapmak igin etik kurul izni raporu E. U.
Hayvan Etik Kurulu’ndan almmustir. Isaretli bilesigin biyodagilimini
incelemek amaciyla 16 adet 100-150 g agirhiginda disi normal Albino

Wistar sigan kullanilmastir.

Reseptorlii ve reseptOrsiiz ¢aligmalar i¢in siganlar iki gruba
ayrilmistir. Her bir zaman periyodu i¢in ii¢ adet hayvan kullanilmis olup

bunlarin ortalamasi sonuglar olarak verilmistir.

Reseptor doyurma caligmasi i¢in her bir sicana 300 pg folik asit
intraperitonel olarak radyoisaretli folat konjugasyonun enjeksiyonun

hemen Oncesinde verilmistir.

Her sicana 20 pg Sitro-folat iceren *°™

Tc isaretli bilesik sicanlara
intraperitonel olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyondan 6nce ve sonra
enjektorlerin sayimlar1 alinmistir. Sicanlar enjeksiyondan sonra 60., 120.,
ve 180., dakikalarda eter ortaminda Oldiiriilmiistiir. Organlar (kalp,
akciger, karaciger, bobrek, incebagirsak, kalinbagirsak, mide, dalak,
pankreas, kas, mesane, kan, beyin, over, meme, uterus) tek tek
cikartilarak tartilmistir ve aktiviteleri Cd(Te) dedektoriinde Slglilmiistiir.
Aktivitelerinin ortalamalar1 almmis ve her bir organ i¢cin gram basina

diisen doz degerleri (% ID/g) hesaplanmistir. Bu veriler kullanilarak

Excel programinda zamana kars1 biyodagilim grafikleri elde edilmistir.
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3.9. istatistik Analizler

Biyodagilim calismalar1 sonucunda elde edilen veriler istatistiksel
olarak SPSS 10 programi kullanilarak yapilmistr. Bu amagla tiim
verilerin varyans analizleri yapilmis ve uygulanan isaretli bilesik ile
organlar arasindaki iligki Pearson Korelasyonu Analizi uygulanarak
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonuglarina iligkin bilgiler 4.

Bolim’de bulunmaktadir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Inaktif Bilesenler (Folik Asit, NHS-folat, Folat-hidrazid, Sitrik
Asit ve Sitro-folat) icin Kullamilan Kromatografik Yontem

Sonuglan

4.1.1 TLC yontemi ile elde edilen R; sonuclar:

Cizelge 4.1’de goriildiigli gibi sentez iiriinii olan bilesiklerin Ry
degerlerinin farklt olmast sentez reaksiyonunun gerceklestigini
gostermektedir. Burada literatiire gore benzer sonuglar elde ettik (Wang

et al., 1997).

Cizelge 4.1 Folik Asit, NHS-Folat, Folat-Hidrazid, Sitrik Asit ve Sitro-Folat
bilesiklerinin 2-propanol : kloroform (7 : 3) ¢ozeltisindeki Ry degerleri.

Bilesik Rf degeri
Folik Asit 0.2
NHS-Folat 0.6

Folat-Hidrazid 0.2
Sitrik Asit 0.7
Sitro-Folat 0.8
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4.1.2 HPLC ve RHPLC yontemi ile elde edilen kromatogramlar

Folik Asit, NHS-Folat, Folat-Hidrazin bilesiklerine iliskin HPLC
kromatogramlar1 Sekil 4.1°de Folat-Hidrazid, Sitrik Asit ve Sitro-Folat
bilesiklerine iliskin HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.2°de **™Tc-Sitro-
Folat ve *’™Tc-Sitrat radyoaktif bilesiklere ait RHPLC kromatogramlart

ise Sekil 4.3’te goriilmektedir.

2000 + Q , o)
] - \‘ 9 I
4 \or ‘\ 2
] =) = \
1 5 | _ ‘ \\ k)
1000 A = 3 -
2 b = s I\ “ k\#
=) N F
> 1 A LL:H \\\\\\ \\J&/—) ’k—y
] x |
4 U -
T T

Alikonma zamani (dak)

Sekil 4.1 Folik Asit, NHS-Folat ve Folat-Hidrazid bilesiklerinin HPLC kromatogramlari
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Alikonma zamani (dak)

Sekil 4.2 Folat-Hidrazid, Sitrik Asit ve Sitro-Folat bilegiklerin HPLC kromatogramlari

" .
% | 2
PRS 2|5
= 2 |
1 5_ N =
2 |z
g
1 T | B — T T | B
[i] 5 1] ih 20

Alikonma zamani (dak)

Sekil. 4.3 fsaretli ™ Tc-Sitrat ve **"Tc-Sitro-Folat bilesiklerinin RHPLC

kromatogramlari
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Alikonma zamani (dak)

Sekil. 4.4 Isaretli ™ Tc-Sitro-Folat **™TcO, ve ind. *™Tc bilesiklerinin RHPLC

kromatogramlari

280 nm’de UV dedektoriinden alman HPLC ve RHPLC
kromatogramlar1 incelendiginde, baslangic maddesi olarak kullanilan
Folik Asitin 3. Boliim’de belirtilen kosullardaki R; (Alikonma Zamani)
degeri 10.65 dakika, NHS-Folat bilesiginin ise 13.39 dakika, Folat-
Hidrazid bilesiginin 3.69, Sitrik Asit’in 10.16, Sitro-Folat’m 3.00, > Tc-
Sitro-Folat’in 2.88, **™Tc-Sitrat’m ise 5.56, *™TcO4“mn 5.31 ve Ind.
"Tcun  3.78 olarak saptanmustir.  Verilen HPLC ve RHPLC
kromatogramlarinda Ry degerlerine bakilarak sentezlenen bilesiklerin

olustugu gézlenmektedir.
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4.2 Molekiiler Yapinin Belirlenmesi

Folik asit, Sitrik Asit, Hidrazid-Folat, NHS-Folat ve Sitro-Folat
bilesiklerinin molekiil yapisinin belirlenmesi icin LC-MS/MS spektrumu
almmustir. Cizelge 4.2°de ise Sitro-Folat bilesigine ve cesitli fragmanlara
ait LC-MS/MS spektrumlarindaki goézlenen m/z degerleri verilmistir (m:
kiitle, z: yiik). Sekil 4.8 ve 4.9°da asetonitril ¢6zgeni kullanilmistir ve bu

spektrumlara ait sekillerde ¢ozgen etkisi ¢ikarilmistir.

Cizelge 4.2.1 Folik Asit bilesigine ve gesitli fragmanlara ait LC— MS / MS

spektrumlarindaki gézlenen m / z degerleri.

Fragman m/z

w{

HO HO

441

.
2 ”H/:%J”\H p
"\e= NH—< >—/ 295




Cizelge 4.2.2 Sitrik Asit bilesigine ve gesitli fragmanlara ait LC — MS / MS

spektrumlarindaki gézlenen m / z degerleri.

Fragman m/z
0o (o)
1. o o Mo 192
HO \O
o (o)
HO OH \ OH
2. 162
CHj

Cizelge 4.2.3 Folat-Hidrazid bilesigine ve gesitli fragmanlara ait LC — MS / MS

spektrumlarindaki gézlenen m / z degerleri.

Fragman m/z

}% @

HO

455

2. % JH C 300
HO— NH—</ 226
J—\NH OH
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Cizelge 4.2.4 NHS-Folat bilesigine ve gesitli fragmanlara ait LC — MS / MS

spektrumlarindaki gézlenen m / z degerleri.

Fragman

m/z Fragman m/z
N - < > o\ COOH H\ -
/\N/&Nj\ NH /\&::j/\m< >— "
1. o 527 | 6 |™ " | 513
HLC, 1N N < > COOH OH\ M 2 e
Hzl\/\"‘i:;(\ " " NANiN/j/\ NH@JLN”
2, N 497 7 ’ o—| 497
o [e]
[} OH
N N COOH
A Oy Ot
3. o am | s | N Nﬁi 469
s I .
K[Nj/\NHQCE o Ti\[“j/\uw < > O\ O0OH
4, ' #Yo\w 457 | 9 s i 443
N O—|
OH H,C
H,N
5. 224 10 208
OH

L.




Cizelge 4.2.5 Sitro-Folat bilesigine ve gesitli fragmanlara ait LC — MS / MS

spektrumlarindaki gézlenen m / z degerleri.
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Fragman m/z Fragman m/z
Sy | | | oog
O M A
N— NH: - o
615 | 8. 601
\ 0
° HO \O
4
) HoN /N N
o 2oy
T Oj 413 | 9. 483
NH o\ .
HN—NH HO HN;NH -
Q
HN—NH HO /N N
\ o OH 0\; oH 320 | 10. N /4\>_\ o 311
HO \0 M
0 CH
- <
HN—NH o HoN / N
o OH "X 0oH 276 1 1 N /4>_\ 282
" N— NH—@—CW
HO \O
N
/ H3C\ /o
HN— N
Y 7/ N\ 149 | 12. NH®—< 150
H NH,
—

o\ /0
\—/_>:o 116 | 13. 121
HO NH,

/0 HsC
100 | 14. 57
HoN— )
NH /
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1A

Spectrum 14
BP: 284 .5 (1.035e+7=100%), folik asit.xms 1.265 min, Scan: 131, 100.0:600.0= RIC: 6755+, BC
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Sekil 4.5 Folik Asit LC-MS/MS Spektrumlar1
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Acguired Range  mfz



45

Spactum 14, )
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Sekil 4.6 NHS-Folat LC-MS/MS Spektrumlar1
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Sekil 4.7 Folat-Hidrazid LC-MS/MS Spektrumlar1

Spectum 14
BF: 250 11 d0he+8=100%:), 002 emz folat-had 2149 min, Scan: 221, 100/0-600 0=, RIC: 3.9%6e+9, BC
100%-3 22p.1 449.0 E
75% g
1] 0% 7351 1
1 4 F30e48 4500
E%— J430e+H ]
1 1002 470 030
1 61089+ B.37/Be+/ 4730047
u : 4 L E | 1‘ t i ||
-I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1L It 300 400 £
Acguired Range  miz
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Sekil 4.8 Sitrik Asit LC-MS/MS Spektrumu
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Sekil 4.9 Sitro-Folat’in LC-MS/MS Spektrumu



Sekil 4.10 Hidrazid-Folat’in H-NMR Spektrumu

L
SN 11 8 .
)|\/ /J\/NH o= 0
N N7 |/ ; COOH
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9 NH—" 5
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v

Sekil 4.11 Hidrazid-Folat’in molekiil yapisi
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4.47 ppm’de gelen 5 nolu CH protonuna ait pik COOH’mn vy
pozisyonundan azidlendiginin en belirgin kanitidir.  Sayet «
pozisyonundan azidlenmis olsaydi, CH protonu daha asidik olacagindan

biraz daha yiiksek alanda (~5.50 ppm gibi) pik gostermesi gerekmektedir.

4.3 Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontrol Sonug¢lar:

4.3.1 Kagit elektroforezi ile elde edilen sonuclar

M Sitrik  Asit, ’™Te-Sitro-Folat, ind. *™Tc¢ ve **™TcO4
elektroforez sonuglar1 Cizelge 4.3’de yer almaktadir. Banyo c¢ozeltisi
olarak % 0.9’luk SF kullanilmistir. Bilesiklerin ilerleme mesafeleri cm
cinsinden verilmistir. Maddelerin uygulama noktas1 24 cm’lik Whatman
kagitlarmin orta noktasi yani 12. cm olup, pozitif kutup 12 cm’den sifira

dogru, negatif kutup ise 12 cm’den 24’e dogrudur.

Sonuglardan da goriilecegi iizere **"Tc-Sitrik Asit ve **™Tc-Sitro-
folat’n her ikisi de *™TcO4 ile pozitif kutuba dogru ilerledigi igin

negatif yiiklii olduklar1 sonucuna varilmaktadir.

Cizelge 4.3.1 Elektroforez Sonuglari

9omTe. 99mT¢-Sitro- 09 oo
Banyo Cozeltisi o ) "TcOy Ind "™ Tc
Sitrik Asit Folat

SF 8.5 10 10 12
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4.3.2 RTLC ile elde edilen sonuclar

TLRC yonteminde kullanilan banyo ¢o6zeltileri % 0.9’luk SF,
aseton ve ACD’ dir. ?™Tc-Sitrat, **™Tc-Sitro-Folat, *™TcO4 ve Ind.

9mTe bilesiklerine ait Ry degerleri Cizelge 4.4°de yer almaktadr.

Cizelge 4.3.2 Ry degerleri.

Banyo *Rf
Cozeltisi 99MT¢-Sitrat 99mT¢_Sitro-Folat PO, ind. P Tc
SF 0.95 0.03 0.99 0.00
Aseton 0.10 0.03 0.99 0.00
ACD 0.97 0.03 0.96 1.00

(* Silikajel TLC plakalari)

99m 99m

Tc-Sitrat, Tc-Sitro-Folat, P"Te0, ve ind. P™Te
bilesiklerine ait ACD  banyosu kullanilarak aliman RTLC
kromatogramlar1 Sekil 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15°de goriilmektedir. **™Tc-
Sitrat, *™Tc-Sitro-Folat, **™TcO, ve ind. **"Tc bilesiklerine ait SF
banyosu kullanilarak alman kromatogramlar Sekil 4.16, 4.17, 4.18 ve
4.19°de goriilmektedir. **™Tc-Sitrat, **™Tc-Sitro-Folat, ™ TcO,4 ve ind.
99m

Tc bilesiklerine ait aseton banyosu kullanilarak alinan kromatogramlar

Sekil 4.20, 4.21, 4.22 ve Sekil 4.23’de goriilmektedir.
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99mTc-Sitrat
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Sekil 4.12 *™Tc-Sitrat'm ACD ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC kromatogrami

99mTe-Sitro-Folat
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= 1000 —
g i -
= ] -
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o T T [ 1T T T T [ T T T T [ T T T T°]
1] 50 10 150 200
Rif

Sekil 4.13 *™Tc-Sitro-folat’in  ACD ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC

kromatogrami



9OmTcO4

a0 1 [ T N N TN [ R TN TN T NN TR T N |
o0 ] -
o . L
E — -
g A — -
= . B
(¥ 0] _ -
Ay -
o —frte Phasedoarid b afite e |

T | ! I | I| [T T T T I T T T T |
1] L | TINP = ANy

Ri

Sekil 4.14 ®™TcO4 ‘in ACD ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC kromatogrami

ind. Tc-9%m

zayim (dk)
I
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Sekil 4.15 ind.”™T¢’in ACD ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC kromatogrami
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(dk)
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Sekil 4.16 *"Tc-Sitrat’n SF ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC

kromatogramlari
99mTc-Sitro-Folat
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Sekil 4.17 *™Tc-Sitro-Folat’m SF ¢ozetisi kullanilarak elde edilen RTLC

kromatogramlari
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Sekil 4.18 *™TcO,n SF ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC kromatogram

ind.99mTc
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Sekil 4.19 ind. *™Tc ni SF ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC kromatogrami
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99mTc-Sitrat
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Sekil 4.20 *™Tc¢-Sitrat’m aseton ¢dzeltisi kullamlarak elde edilen RTLC kromatogrami

Rf

99mTc-Sitro-Folat
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Sekil 4.21 *™Tc-Sitro-Folat’m aseton ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC

kromatogrami
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Sekil 4.23 ,ind. *™T¢’nin aseton ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen RTLC kromatogrami

Isaretli bilesiklerin RTLC kromatogramlar1 incelendiginde

aseton ve SF banyolarinmn ind. *"Tc Rf degerlerinin ayni oldugu fakat
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ACD banyosundaki Rf degerlerinin farkli olmasindan dolayr ACD
banyosunun ayirici bir banyo oldugu goriilmektedir. Ayni1 sekilde SF

9MTc-Sitrat sona yiirimiistir ve **"Tc-Sitro-Folat bilesigi

banyosunda
ise baslangicta kalmistir. Bundan dolay1r SF banyosundaki Rf degerleri
farklilik gostermektedir. Aseton banyosundaki Rf degerlendirmesi i¢in
bir farkhilik gostermemektedir. Isaretli bilesige iliskin pikin RTLC
kromatogramlarina gore hesaplanan baglanma verimi %97+1.0 oldugu

gozlenmistir.

4.4 n-Octanol / Su oram (Lipofilite) sonuclari

9mTc-Sitro-folat bilesiginin deneysel olarak logP degeri -0.96 +

0.39 (n = 3) olarak bulunmustur. Cizelge 4.4’de Folik Asit, Sitrik Asit ve
Sitro-Folat bilesenlerinin teorik logP degerleri ACD/logP Algorithm

programina gore verilmistir.

Cizelge 4.4 Bilesiklerin LogP degerleri

Bilesik Teorik logP | Deneysel logP
Folik Asit -2.32 £0.66

Sitrik Asit 0.63 +£0.40

Sitro-Folat -2.35+£0.81
?"Tc-Sitro-Folat -0.96 +0.39
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Cizelge 4.4’de verilen degerlere gore ™

Tc-Sitro-Folat  bilesigi
elektroforez yontemiyle kanitlandig: iizere anyonik yapida ve lipofilitesi
disiiktiir. Deneysel sonu¢ degerlendirildiginde, isaretli bilesigin
lipofilitesi Folik asitin ve Sitro-Folat i lipofilitesinden diisiik, Sitrik asit’
in lipofilitesinden yiiksek oldugu goriilmiistiir. isaretli bilesigin reseptore
ilgisini arttirmak i¢in hidrofilitesini arttrmak gerekmektedir. Bulunan
sonuglar bunu dogrulamaktadir. Literatiir ile uyumlu sonuclar elde

edilmistir (Okarvi et al., 2006).

4.5. Serumda stabilite sonuclari

insan kan serumundaki *™Tc radyoniiklidi ile isaretlenen Sitro-Folat
bilesiginin 37 °C’de inkiibasyonu sonucunda elde edilen ince tabaka
sonuclarina gore, 3. saatin sonunda isaretleme verimi % 97%0.5, 4. saatte
% 95+1.5 ve 24. saatin sonunda isaretli bilesigin tamamen bozundugu

gozlenmistir.

4.6 Disi Albino Wistar sicanlar iizerinde yapilan biyodagihm

calismalarimin sonuclar

Isaretli bilesik i¢in alman disi, Albino Wistar cinsi siganlarda
biyodagilim caligmalar1 yapilmistir. Reseptor doyurulmus ve reseptor

doyurulmamis olmak iizere siganlar ikiye ayrilmistir.
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Cizelge 4.5 Albino Wistar siganlarda *™Tc-Sitro-Folat bilesiginin biyodagilim

verileri
60 Dak. 120 Dak. 180 Dak.
Kalp 1.30140.321 | 0.005+0.001 | 0.003+0.001
Akciger 3.100+0.220 | 0.005+0.002 | 0.002+0.000
Karaciger | 2800+0.100 | 0.001+0.000 | 0.002:0.000
Bobrek 5.510£1.210 | 0.006+0.001 | 0.011:0.001
Ince Bagirsak | 1042041910 | 0.004£0.001 | 0.014=0.002
Kalin Bagirsak| 66 900+1.990 | 0.005+0.001 | 0.006+0.002
Mide 6.800+1.130 | 0.006+0.001 | 0.002::0.000
Dalak 9.820+1.200 | 0.002+0.001 | 0.007+0.001
Pankreas | 31500+1.220 | 0.001£0.000 | 0.001+0.001
Kas 6.801£0.920 | 0.010£0.000 | 0.003+0.0001
Mesane 32.300£1.200 | 0.031£0.000 | 0.034+0.001
Kan 4.430£0.500 | 0.004+£0.000 | 0.003+0.000
Beyin 0.603£0.010 | 0.001£0.000 | 0.001+0.000
Over 7.020+£0.660 | 0.004+0.001 | 0.004+0.000
Meme 0.747+0.100 | 0.007+0.000 | 0.001%0.000
Uterus 14.103+0.820 | 0.002+0.000 | 0.001+0.000
99m

Tc-Sitro-Folat bilesigine ait biyodagilim sonuglar1 Sekil 4.24 ve
4.25’ de de organlardaki zamana gore aktivite yiizde degisim grafikleri

goriilmektedir.
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Sekil 4.24’den goriildiigii gibi 60. dakikadaki ince bagirsak, kalin
bagirsak, mide, pankreas, uterus ve overdeki radyoaktivite tutulumlariin
en yiiksek degerlere ulastigi goriilmektedir. Bu degerler sirastyla 0.010,
0.066, 0.006, 0.314, 0.014 ve 0.007 olarak gozlenmistir. Bu tutulumlarin
zamanla azaldig1 saptanmistir. Midedeki tutulumun spesifik organ uterus,
over ve pankreastan diisiik olmasi in-vivo bozunumun olmadiginin
gostergesidir. 180. dakikada ince bagirsak, kalmn bagirsak ve midedeki
tutulumlarin diigsmiis oldugu gozlenmektedir (% ID/g: 0.013, 0.006,
0.002).

Isaretli folat bilesiginin hedef olmayan organlardan hizli atilimi
sozkonusudur. Folat reseptorii igeren pankreas, over ve uterus daki
tutulumlarin 180. dakikada (% 1D/g:0.007, 0.008 ve 0.005) diistiigi

gozlenmistir.

Reseptor doyurma ¢alismalarinda her bir siganin 300 pg folik asit

intraperitonel enjekte edildikten hemen sonra ™

Tc-Sitro-folat enjekte
edilmistir. Reseptor doyurma isleminden sonra elde edilen veriler Sekil
4.25de ozetlenmistir. Sekil 4.26’de goriildiigii gibi ince bagirsak, kalin
bagirak ve midedeki radyoisaretli sitro-folat’mn tutulumunu 60. dakikada
maksimuma ulastigt ve zamanla tutulumunda diismenin oldugu
gozlenmistir. Bu % ID/g degerlerin sirasiyla 0.009, 0.005, 0.008, 0.22,

0.006, 0.007 oldugu saptanmustir.

Over ve uterus organlar1 i¢in 60, 120 ve 180. dakikalarda **™Tc-

Sitro-Folat’in reseptdrsiiz ve reseptor doyularak yapilan biyodagilim
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calismalar1 sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.26 ve 4.27°de

goriilmektedir.
- OVER
0,0090 N B Reseptor
doyurulmus
0,0080 S
00070 7 _ —
: — W Reseptir

doyurulmamis

% ID/g
|

Reseptér doyurulmanis

Reseptdr doyurulmus

180"

Zaman (dk)

Sekil 4.26 *™Tc-Sitro-folat bilesiginin over reseptor doyurulmamis ve reseptor

doyurulmus biyodagilim c¢aligmalari
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0,015
‘ B Reseptior
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Sekil 4.27 *™Tc-Sitro-folat bilesiginin uterus reseptr doyurulmamis ve reseptor

doyurulmus biyodagilim ¢aligmalari
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Bu sekilden de goriildiigii gibi reseptér doyurulmus ¢alismada bu
organlardaki tutulumun distiigii gozlenmistir. Bu sonuglar isaretli
bilesigin pankreas over ve uterus organlari icin spesifik olabilecegini
gostermektedir. Pankreasta 60. dakikada % 29 oraninda radyoaktif
maddenin tutulumu diistiigii gézlenmektedir. 60. dakikada over/kas oran
1, over/kan orami 1.75 iken reseptor doyurma islemi gerceklestirildikten
sonra over/kas orani 0.3, over/kan 0.6, oldugu gozlenirken; uterus/kas
orami 2.3, uterus/kan orami 3.5 oldugu gozlenmistir ve bu degerler
reseptor doyuruldugunda sirasiyla 0.3 ve 0.6’ya distiigii gozlenmistir.
Calismamizda normal sicanlar kullanilmistir. Literatiirde ise tiimor
olusturulmus sicanlar ile c¢alismalar gerceklestirilmistir. Guo ve

arkadaglar1 *°™

Tc-HYNIC-folat bilesigi ile yapmis oldugu calisma
sonucunda enjeksiyondan 4 saat sonra tiimor/kan, tiimor/kas orani 55 ve
28 olarak tespit edilmistir (Guo et al., 1999). Mathias ve arkadaslari
tarafindan **"Tc-DTPA-folat bilesigi ile yapmis oldugu cahsma
sonucunda enjeksiyondan 4 saat sonra tiimor/kan ve tiimor/kas orani
sirasiyla 4.8 ve 4.3 olarak tespit edilmistir (Mathias et al., 2000). Okarvi
ve Jammaz’m “™Tc-MAG3-folat ve *’"Tc-MAG2-folat bilesiklerinin

sirastyla tiimor/kan ve tiimdr/kas oranlar1 2.5 saat sonra 2.22 ve 1.55

olarak kaydedilmistir (Okarvi and Jammaz, 2006).

Her iki deney sonucunda da bobreklerdeki tutulumun zamanla
diistiigi gozlenmistir. Radyoisaretli folat konjugatlar1 ile yapilan
calismalarda tiriner sistemle bobrekler yoluyla atildigi bildirilmektedir
(Trump et al., 2002). Ayrica isaretli bilesigimiz hidrofilik ve anyonik

olmasi atilimin bobrekler yoluyla gerceklestigini gostermektedir.
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4.7 istatistik Analiz Sonuglar

99mTc-Sitro-folat bilesigi i¢in organlar arasinda Pearson

Korelasyon Analizi yOntemi uygulanmistir (p<0.05). Pearson
korelasyonuna gore isaretli bilesigin tutulumu organlar arasinda bir iligki

tanimlamaktadir, 2™

Tc-Sitro-folat bilesigi i¢in, reseptdr doyurulmus ve
reseptorsiiz ¢alismalar pankreas, over ve uterus i¢in farklilik oldugunu,

istatiksel olarak da anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Sitro-folat bilesiginin sentezlenmis, ~°"Tc ile
isaretlenmis ve bu radyoaktif konjugatin Albino Wistar siganlar iizerinde
biyodagilim  calismast  yapilarak  radyofarmasdtik  potansiyeli

arastirilmstir.

99m:

Sitro-folat ve sitrat bilesikleri = Tc radyoniiklidi ile isaretlenmesi

ile elde edilen '™

99m:

Tc-Sitro-folat’mm radyoisaretleme verimi % 97+1.0,

Tc-Sitrat’in radyoisaretleme verimi %98+0.2 olarak saptanmustir.

99m: 99m

Tc-Sitro-folat ve Tc-Sitrat bilesiklerinin her ikisinin de
anyonik yapida oldugu yapilan elektroforez caligmalar1 sonucunda

saptanmuistir.

Radyoisaretli **"™Tc-Sitro-folat’m 37 ‘C’ de serumdaki stabiliteleri
incelendiginde, ince tabaka sonuclarina gore, 3. saatin sonunda
isaretleme verimi % 97%0.5, 4. saatte % 95%1.5 ve 24. saatin sonunda

isaretli bilesigin tamamen bozundugu gézlenmistir.

Isaretli bilesigin lipofilitesi Folik asitin ve Sitro-Folat’in
lipofilitesinden diisiik, Sitrik asit’in lipofilitesinden yliksek oldugu
goriilmiistiir. Isaretli bilesigin reseptdre ilgisini arttrmak igin

99m:

hidrofilitesini arttrmak gerekmektedir. Elde edilen sonuglar *"Tc-Sitro-

folat’m hidrofilik ve anyonik yapida oldugunu kanitlamaktadir.
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Biyodagilim caligmalar1 sonucunda yapilan degerlendirmelere gore
9mTc-Sitro-folat radyoaktif bilesigine hedef olmayan organlardan hizli
atilim1 s6zkonusudur. Folat reseptorii iceren pankreas, over ve uterus

daki tutulumlarm 180. dakikada azaldig1 goriilmektedir.

Reseptorlii calismada over, uterus ve pankreas organlarindaki
tutulumun distiigii gozlenmistir. Bu sonuglar isaretli bilesigin pankreas
over ve uterus organlart i¢in spesifik olabilecegini gostermektedir.
Pankreasta 60. dakikada %29 oraninda radyoaktif maddenin tutulumu

distiigii gdzlenmektedir.

Her iki deney sonucundada bobreklerdeki tutulumun zamanla
diistiigi  gozlenmistir. Radyoisaretli folat konjugatlar1 ile yapilan
calismalarda anyonik yapidan beklendigi gibi iiriner sistemle bdbrekler
yoluyla atildigi bildirilmektedir (Mathias et al., 2000; Trump et al,
2002). Ayrica isaretli bilesigimiz hidrofilik olmasi atilimin bdbrekler
yoluyla gerceklestigini gostermektedir.

Sitrat selatlayict ajani kullanilarak Tc-99m ile isaretlenen folatin
biyodagilim c¢aligmalarinda, isaretli bilesigin over, uterus ve pankreas

organalarinda belirgin derecede tutuldugu saptanmistir.

Elde edilen sonuclar, **"Tc ile isaretli Sitro-folat’m reseptdrce
zengin oldugu bilinen organ veya dokular i¢in spesifik oldugunu gosteren

kanitlar mevcuttur. Sentezlenen ve radyoisaretlenmis folat konjugesinin
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bu organlar i¢in bir goriintiilleme ajani1 olabilme potansiyeline sahip

oldugu goriilmektedir.
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