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OZET

¥™T¢ iLE ISARETLI BLEOMYCIN VE BLEOMYCIN-GLUKURONID’IN
RADYOFARMASOTIK POTANSIYELINiN INCELENMESI

KOGCAN, Feray
Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Tez Danigmani : Dog. Dr. Ugur AVCIBASI

Bleomycin (BLM) 1962 yilinda Japon bilim adami Dr. Hamao UMEZAWA tarafindan
Streptomyces verticullus kiltir ortamindan izole edilen bir glikopeptid antibiyotigidir. Sitotoksik
ve anti-kanserojen 6zelliklerinden dolayi, BLM DNA'da tek ya da ¢ift sarmal yapida kirilmalara
sebep olur. Klinik olarak kullanilan BLM A2 ( ~60%), B2 ( ~30%) ve DM ( ~5%) olmak Uzere Ug¢
farkli izomere sahiptir. BLM'nin "*'I, °’Ga,""In ve **Tc gibi metallerle kompleksler olusturdugu
bilinmektedir. Bunlardan bazilari radyoiz deneylerinde ve devaminda klinik gdruntileme
calismalarinda goruldiga gibi timoérde birikim &6zelligi gdsterirler. Buna ilaveten, kullanilan
izotoplarin hedefe yonelik tedavide, yararli olabilecegi umulmaktadir. BLM akciger kanseri,
lenfoma, karsinoma, testis, bas-boyun kanseri ve diger timorlerin tedavisinde bir anti-timor

ajani olarak kullaniimaktadir.

Optimal enerjili gama Isini emisyonu, uygun yari émrii 6 saat ve *Mo/ *™Tc jenerator
sisteminden rahat saglanmasi nedeniyle, ¥™Te tanisal nikleer tipta dis goriintilemede en ¢ok
99m:

tercih edilen radyonukliddir. Bunun yaninda, Tc uygun ilaglara baglanarak kullanilir. =7 Tc’in

99m

uygun goruntileme 6zellikleri nedeniyle, BLM gibi sitotoksik ilaglar ™" Tc ile birlesirse, kanser

goriuntilemede iyi bir radyofarmasoétik elde edilir.

Bu calismanin amaci, BLM ve BLM'nin bir glukuronid tiirevi olan BLMG’i ®mTe le
isaretlemek ve yiliksek basing sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka radyokromatografisi
(TLRC) gibi radyokimyasal metotlar, biyodagihm ve gérintileme ¢alismalariyla, bu radyoisaretli

bilesiklerin radyofarmasétik potansiyelini incelemektir.

ilk olarak, BLMG mikrozomal preparasyon ile, UDP-glukuronik asit ve sican
karacigerinden izole edilen UDP-glukuroniltransferaz enzimi kullanilarak enzimatik olarak
sentezlenmistir. BLMG HPLC metodu kullanilarak saflastiridiktan sonra BLM ve BLMG ®mTe ile

isaretlenmistir. Kalite kontrol ¢alismalari TLRC teknidi kullanilarak yapiimistir. Daha sonra,

Xl



radyoisaretli bilesikler igin en uygun ¢ozelti veya ¢ozelti sistemleri saptanmistir. BLMG igin en
uygun ¢Ozelti deterjanli ¢dzelti, BLM icin ise asit-sitrat-dekstroz ¢ozeltisi olarak belirlenmistir.
Son olarak, *™Tc-BLM ve ®"Tc-BLMG cOzeltileri hazirlanmig ve radyoisaretleme verimleri her

ikisi icin %99’dan bulyuk olarak bulunmustur.

ikinci olarak, stabilite galismalari yapilmistir. Komplekslerin stabiliteleri insan kan
serumu kullanilarak belirlenmistir. Stabilite galismalari sonunda, radyoisaretli bilesiklerin ikisinin

de 3 saat suresince kan serumunda kararli kaldidi tespit edilmigtir.

Uglincli olarak, oda sicakliinda hidrofobik parametre olarak kullanilan n-oktanol/su
orani olan partisyon katsayisi “LogP” olgilmistir. Bu 6lgimler neticesinde BLM ve BLMG'in
deneysel olarak bulunan LogP degerleriyle teorik degerleri arasinda fizikokimyasal olarak

anlamli korelasyonlar saptanmistir.

Calismanin son asamasinda, sintigrafi ve biyodagihm calismalari sican ve tavsan gibi
deney hayvanlari Uzerinde gergeklestiriimistir. Hedef organlarin her birinin radyoaktivitesi
Cd(Te) kuyu tipi gama sayaci kullanilarak gram doku basina disen aktivite olarak (% 1D/g)
Olculmastar. BLM’ye iliskin en yuksek tutulum karaciger, dalak ve omuilikde BLMG’e iligkin en
yuksek tutulum ise akciger, karaciger, bdbrek, kalin barsak ve omurilikde gerceklesmistir. Batin
bunlara ilave olarak, biyodagilim calismalarinin tim deneysel verileri SPSS 13 istatistiksel

yazilim programi ile degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: **"Tc, BLM, BLMG, *™Tc-BLM, **"Tc-BLMG, Radyoisaretleme,
Sintigrafi, Glukuronidasyon, Biyodagilhm.
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INVESTIGATION OF RADIOPHARMACEUTICAL POTENTIAL OF BLEOMYCIN AND
BLEOMYCIN-GLUCURONIDE LABELED WITH *™Tc

KOCAN, Feray
Master Thesis, Institute of Science and Technology
Supervisor : Do¢. Dr. Ugur AVCIBASI

Bleomycin (BLM) is a series of glycopeptide in antibiotics isolated from the culture media
of Streptomyces verticullus by Dr. Hamao UMEZAWA who was a japan scientist in 1962. Due to
the cytotoxic and anti-carcinogen properties, BLM causes single- or double-strand breaks in
DNA. The BLM used clinically has three distinct isomers A2 (~60%), B2 (~30%) and DM (~5%).
BLM is known to form complexes with a range of metal as ">'l, *’Ga,""'In and **"Tc. Some of
which have been showed to exhibit tumor-localizing properties as demonstrated by radiotracer
experiments and subsequently by clinical imaging studies. Furthermore, it has been proposed
that may be useful for targeted therapy using isotopes. BLM is used as an anti-tumor agent in

the treatment of lung cancer, lymphoma, carcinoma, testicle, head, neck and other tumors.

Due to the emission of optimal energy of gamma ray (140 keV), a suitable half-life (6h)
and availability from **Mo/ *™Tc generator systems, **"Tc is the most desirable radionuclide for
external imaging in diagnostic nuclear medicine. Besides, it is used in combination with
appropriate drugs. Due to appropriate imaging properties of 9mTe, if cytotoxic drugs as BLM

combines with *"Tc, a good cancer imaging radiopharmaceutical is obtained.

The aim of the current study is to label BLM and Bleomycin-glukuronid (BLMG) that is a
glucuronide derivate of BLM with ®™Tc and to investigate the radiopharmaceutical potential of
these radiolabeled compounds using radiochemical methods like high performance liquid
chromatography (HPLC), thin layer radiochromatography (TLRC); via biodistribution studies

and imaging.

First of all, BLMG was enzymatically synthesized using microsomal preparations, UDP-
glucuronic acid and UDP-glucuronyltransferase enzyme isolated from rat liver. BLMG was
purified using HPLC method. Then, both BLM and BLMG were labeled with ¥mTe. The quality
control studies were carried out using TLRC technique. The most appropriate solution or
solution systems were determined for radiolabeled compounds. The appropriate solution for

BLM was acid-citrate-dextrose (ACD) whereas the other solution for BLMG was solution with

XV



detergent. At the end of this, ¥™Te-BLM and *"Tc-BLMG were prepared and their radiolabeling
yield was found higher than >99%.

Secondly, the stability was carried out. The stability of the complexes was investigated
in the presence of human serum. At the end of the stability studies, the radiolabeled compounds

were maintained stable at 37°C up to 3h of incubation.

Thirdly, the n-octanol/water partition coefficient, LogP, which is used as hydrophobic
parameter was measured at the room temperature. Physicochemically meaningful correlations

were determined between found values and predicted values of BLM and BLMG.

Finally, the imaging and biodistribution studies were performed on laboratory animals as
male Albino Wistar rats and rabbits, respectively. The radioactivities of each target organs were
calculated as an activity per gram tissue (% ID/g) using a Cd(Te) counter. The highest
accumulation in coordination with BLM was observed in the liver, the bladder and the spinal
cord. On the other hand, the highest accumulation in coordination with BLMG was observed in
the lung, the liver, the kidney, the large intestine and spinal cord. Besides, the whole
experimental data of biodistribution studies were evaluated SPSS 13 statistical software

program.

Keywords: *"Tc, BLM, BLMG, ®"Tc-BLM, *™Tc-BLMG, Radiolabeling, Glucuronidation,
Scintigraphy, Biodistribution.

XVI



1. GIRIS

Kanser énemi giderek artan bir saglik ve yagsam sorunu durumundadir. Olim nedeni
olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan gelmektedir. Bati toplumlarinda her vyil
250-350 kigiden biri kansere yakalanmaktadir. 60 yasin uUzerindeki gruplarda ise kanser sikhgi
artmakta ve her 300 kiside 4-5 kisi civarina ylkselmektedir. Kesin istatistikler bulunmamakia
birlikte Ulkemizdeki kanser vakalarinin bunun vyarisi kadar oldugu tahmin edilmektedir.

Yurdumuzda en sik gorilen kanserler erkeklerde akciger, prostat, kalin barsak, rektum,
mide ve pankreas; kadinlarda meme, akciger, kalin barsak, rektum, serviks, over, mide ve
pankreas kanserleri olarak siralanmaktadir. Deri kanseri sikligi her iki cinste de yiksek olmakla
birlikte, habis melanom digindaki deri kanserleri tedaviye iyi cevap verdiklerinden 6lUm orani ¢ok
dusuktar.

Kanser, baz etkilerle degisime ugramis hicrelerin, gerek yerel gerekse uzak noktalarda
kontrolstiz olarak ¢ogalip biuylimelerinden kaynaklanan habis hastaliklar grubudur. Normalde
hlcreler belirli bir kontrol altinda, ihtiyaca goére bdlinerek c¢ogalirlar. Hicreler bir taraftan
programh 6lim ya da “apopfoz” denen olay ile yok olurken, diger taraftan da blylime
faktorlerinin etkisiyle ¢ogalir. Buyime faktorleri normalde DNA'daki gesitli genlerin etkisiyle
olusan proteinlerdir. Bu genler mutasyona (degisime) ugrayarak hicrelerin asiri buyimesine
sebep olurlarsa, o =zaman kanser olugsur ve bu genlere de “onkogen” denir.

Genler DNA'da bulundugundan hayatin merkezi maddesi olarak kabul edilmektedir.
Genler, gcocuga anne veya babadan siyah ya da sari sa¢ veya mavi géz gibi 6zelliklerin ya da
talasemi (Akdeniz anemisi) gibi hastaliklarin gegmesine sebep olan kalitim birimleridir.
DNA uzun bir teyp seridi gibidir, bilgisayardaki programlari tasiyici seritlere benzetilebilir ve
deoksiribonukleik asit dedigimiz hiicre ¢ekirdegi asidinin bas harflerinden olusan bir kisaltmadir.
DNA hicrelerde kromozomlar seklinde bulunur. Vicudumuza nasil buytyecegini bildiren, hatta
davraniglarimizi belirleyen biyolojik bir programlar dizinidir. DNA, vicudunda milyarlarca hucre
vardir ve her hiicredeki DNA o hiicrenin kontrol merkezidir. insanda 23 tane gift kromozom
vardir. Bunlar gekirdekte giftler halinde bulunur. Yalniz son cifttekiler cinsiyet kromozomu olarak
farklhidir; kadinda XX ve erkekte XY olarak bulunur. Kanser genleri ya da onkogenler 70'li yillarin
sonlarina dogru bulunmaya baslanmis ve gunumize kadar aktif bir sekilde genis c¢aptaki
arastirmalarin konusunu olusturarak, kanserin daha iyi anlasilmasina, tani ve tedavisinin
gelistiriimesine hizmet etmiglerdir. Onkogenleri olugturan mutasyonlar, karsinojen maddelerin,
virislerin ve X-isinlarinin etkisiyle meydana gelir. Kanser bir organda olustuktan sonra, uzak
doku ve organlara da metastaz dedigimiz yerlesimler yapar ve genel olarak hastalar metastazlar
nedeniyle kaybedilir. Metastaz hizl ilerleyen kanserlerde erken, daha ihmh kanserlerde ise geg
olusur. Metastaz olusumu kanser hicrelerinin bazi organlara kolay yerlesmelerini saglayan
dzelliklerine bagli olarak olugsmaktadir. Ornegin, kolon kanserleri karacigere, prostat kanserleri

kemige metastaz yapmayi tercih etmektedir. Burada, kanserli dokuda kan akimi, damar



hidcrelerinin aktivasyonu gibi faktorler rol oynamaktadir. Onkogenlerin yaninda anti-onkogenler
de ¢ok dnemlidir. Onkogenler kansere sebep olurken, anti-onkogenler kanseri 6nleyen genlerdir.
Anti-onkogenlere “tiimérii baskilayan genler” de denilmektedir. Bunlar dogal hallerinde iken, yani
mutasyona ugramamis hallerinde iken hiicre bélinmesini ve gogalmasini frenleyen, durduran
genlerdir. Ornek olarak retinoblastoma genini ve P53 genini gésterebiliriz. Buglin icin kanser
tedavisinde uygulanmakta olan ¢ genel yontem vardir (Fass, L., 2008). Bunlar sirasiyla,

1- Cerrahi mudahale ile kanserli dokunun alinmasi,

2- Radyoterapi, yani nikleer radyasyon (lar) kullanilarak kanserli dokularin distan tahrip
edilmesi,

o Eksternal (Harici) Radyoterapi

e Internal (Dahili) Radyoterapi

3- ilagla tedavi, yani kemoterapi yéntemleridir.

Ancak bu yéntemlerden hicgbiri yukarida da belirtildigi gibi kanser tedavisi icin kesin bir
¢6zim degildir. Dolayisiyla kanser tirlerini basariyla tedavi edebilecek yeni yontem ya da
yontemlerin bulunmasi gerekmektedir. Bu amagcla yuratilen caligmalar, genel nitelikleri
acisindan;

1- Kanser yapici etkenleri tespit edip ortadan kaldirmak,

2- Kanserin olugsum asamasinda farkina varmak; erken teshis etmek,

3- Olusan kanser huicrelerinin fazla yayllmadan ve normal doku hicrelerine 6nemli bir zarar
vermeden imha edilmesi olarak Ug¢ grup altinda toplanabilir.

Bu baglamda spesifik olarak timdre yonelip, timor hicrelerini éldirerek normal dokuya
pek zarar vermeyen ajanlar bulunarak kanser arastirmalarinda ¢ok o6nemli gelismelerin
saglanabilecegi disinitlmektedir (http://www.cancercare.on.ca).

Ginumuizde, farkh disiplinlerden gelen bilim adamlari kanserin kemoterapi ile tedavisi
icin yeni anti-kanser ilaglari dizayn etmeye yogunlasmiglardir. Etkili bir anti-kanser ilaci normal
hicrelerle etkilesmeksizin segimli olarak hedef kanser hiicrelerine yonelebilen ilagtir. Boylece,
hedef timor hiicreleri ilacin sitotoksik etkisi ile segimli olarak zarara ugratilabilmektedir. Eger bu
ilag yuksek radyotoksisiteli uygun bir radyonuklid ile isaretlenebilirse hem ilacin sitotoksisitesi
hem de radyonuklid’in radyotoksisitesi kanserin ¢ok daha etkin bir sekilde i¢ten tahrip edilmesine
neden olacaktir. Diger taraftan, bazi arastirmacilara gore, birtakim kanser hicreleri normal
hiicrelere gore daha yiiksek enzim konsantrasyonlarina sahiptir. Ornegin, timérlerin %85’inde
(hematolojik timérler) yiiksek telomeraz aktivesi belirlenmistir. Okaryotik lineer uglarinda yer
alan ve tekrarlayan DNA dizileri ile 6zel proteinlerden olusan telomerler, kromozom uglarini
yikima karsi korurlar. Telomer boyu, telomer proteinleri ve telomeraz enzim kompleksi tarafindan
kontrol edilir (Liu, T., 2007). Bilindigi gibi karsinogenezis’in (kanserin olugsmasi) nedeni

kontrolstiz hiicre bélinmesidir (http://www.cancercare.on.ca).



Bu bolinmenin gergeklesebilmesi igin telomer boyunun belirli bir uzunlukta olmasi
gerekir. Bu nedenle telomeraz aktivitesinin kanser teshisinde ve tedavisinde 6nemli bir gosterge
olabilecegi dusunitlmektedir. Bu enzim G-kuadrupleks ajani olarak bilinen bazi bilesikler
tarafindan inhibe edilir. inhibisyon G-kuadrupleks ajanlarin DNA'nin sekonder yapisi igerisinde
yer alan 4 guanin bazinin arasina baglanmalariyla gergeklesir. Bu nedenle, farkli anti-timér
stratejileri icin telomeraz'in olduk¢a 6énemli bir enzim oldugu dusindlmektedir (Liu, T., 2007).
Son yillarda Bleomycin’in (Sekil 1) G-kuadrupleks ajan olduguna yoénelik bazi ¢alismalar
yayinlanmistir (Wiirthner et al., 2001; igli et al., 1996). Bu durum BLM’nin DNA ile segici olarak
etkilesmesiyle ortaya ¢cikmistir.

Normal bir hiicre ile kanser hiicresi arasindaki biyokimyasal farkhliklar nedeniyle segici
olarak bazi kimyasal bilesikler, kanser hiicrelerinde birikir. Segimli olarak kimyasal bilesiklerin
kanser hicreleriyle birlesmesi, kanser arastirma uygulamalarinda c¢ok iyi bir potansiyel
olusturmaktadir. 1960°'h yillarda kansere karsi ilag olarak 2-metil-1,4-naftokinol-bis(disodyum
fosfat)la cgalisiimistir. Bu bilesik literatirde “SYNKAVIT” olarak bilinen Kj; vitaminin difosfat
tirevidir (Unak et al., 1993). Birgok arastirmaci tarafindan synkavit'in segimli olarak bazi dzel
kanser hlcrelerinde biriktigi gbzlenmistir (Harrison, 1970).

Synkavit'in kanser hlcresinde secimli olarak birikmesini Dendy (1970), Morley ve
Dendy (1973) timorli hiicredeki alkalin fosfataz aktivitesi ile agiklamislardir (Dendy et al.,1970;
Morley et al., 1973).

Bu yazarlara gore, bu enzim synkavit'i hiicre zarinda defosforize etmekte ve bu sekilde
K3 kismi hiicre icine girmektedir. Benzer olarak literatlirde birgok insan ve hayvan timoérindn
birgok degisik ylksek enzim aktivitesi gosterdigi agiklanmistir (Sioane et al., 1986; Chatterjee et
al., 1987).

Bazi tumdr hlcrelerindeki bu enzimlerin yiksek aktivitesi bu timaor hicrelerin kanserojen
karakteri ile ilgili olabilecedi i¢in, bu ydnde birgok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalardan birgogu
B-glukuronidaz ve telomeraz Uzerinde yogunlasmistir. EJer glukuronid toksik bir bilesikle
birlesirse, tumoérin  yUksek  B-glukuronidaz  aktivitesinden dolayr bu  glukuronid
deglukuronidasyona ugrar. Dolayisiyla glukuronid’in toksik kismi yani aglikon hlicrenin igerisine
girer ve bu aglikonun toksisitesi de kanser hlcresinin tahribatina neden olur. Bu toksik kisim
normal doku hucrelerine ¢cok az girer. Bunun nedeni, bazi kanser hucrelerinin normal hucrelere
gore daha yuksek B-glukuronidaz aktivitesi gostermesidir (Henle et al., 1988). Bu B-glukuronidaz
aktivitesinden yola cikilarak bazi toksik maddeler secici olarak kanser hucrelerine sokulabilmigtir.
Bu sebepten dolayi B-glukuronidaz aktivitesi yiiksek bazi kanser hiicrelerinde degisik glukuronid
tirevi bilesiklerin anti-kanser 0Ozellik gosteren bir ilag olarak kullanilabilme imkanlari vardir.
Glukuronid’ler canhlarda uretilen 6nemli metabolitlerden biri olup bir¢cok doku hicresinin
endoplazmik retikulumu iginde bulunmalarina ragmen, genellikle karaciger mikrozomal

enzimlerince Uretilirler. Glukuronidlerin sentezi icin biyolojik, kimyasal ve enzimatik yéntemler



mevcuttur. Karacier mikrozomal preparatlari  kullanilarak enzimatik olarak  birgok
glukuronidasyon calismasi yapilmistir (Biber, 2004; Avcibasi, 2004).

1974 vyilinda O-glukuronid bilesikleriyle ilgili olarak, 8-hidroksikinolil-glukuronid’in
kemoterapide uygulanilabilecedine iligkin bir rapor yayinlanmigtir. Bu rapora goére spindle
shaped sarcoma tumori bulunan bir tavsana 8-hidroksikinolil-glukuronid verilmis ve
hidroksikinolin kisminin timorli hiicrede etrafini saran kas hicrelerinden Ug¢ kat fazla biriktigi
g6zlenmigtir. Bir baska g¢alismada Avcibasi ve arkadaslari iyod-131 ile isaretli ftaleinlerin ve
glukuronidlerinin metabolik davraniglarinin karsilastirilmasini incelemis ve sonu¢ olarak
radyoiyodla isaretli ftalein-glukuronidlerin hedeflenmis radyoniklid tedavisinde (targetted
radionuclide theraphy) kullanilabileceg@i sonucuna varmislardir (Avcibasi et al., 2008).

Yapilan agiklamalardan anlasilacagi gibi glukuronid tarevi bilesikler kanser kemoterapi
uygulamalarinda bulylk bir éneme sahiptir. Fakat bugine kadar incelenen bilesikler iginde
toksisitesi farkli kanser hticrelerini tahrip edecek kadar yliksek bir bilesige rasttanmamistir. Bu
sebepten dolayi, arastirmacilar aglikon kisminin toksisitesini arttirmak igin yeni aglikonlar
aramiglar veya bu aglikonlarin daha sitotoksik tlrevini yapmaya c¢alismiglardir. Fakat butin
bunlar sinirli bir toksisite vermistir. Bu nedenle, bu konuda yapilan g¢alismalar blylik dnem
tasimaktadir.

BLM ilk olarak 1962 yilinda, Japon bilim adami Dr. Hamao Umezawa ve arkadaglari
tarafindan Streptomyces verticillus’iin bir fermantasyon Grinu olarak kesfedilmis énemli bir anti-
tumor ajanidir (Isi et al., 2004). Anti-kanserojen ajan olarak kullanildiginda baslica A2 (%65), B2
(%30) kemoteropik formlarinda bulunmaktadir (Brooks et al., 1999) (Sekil 1.1). BLM baslica
lenfosit kanseri olmak Uzere yassi epitel karsinomlari, testis kanseri ve taban sigilleri gibi
birgok hastalik ¢esidinde tedavi potansiyeline sahip olup, sitotoksik etkisiyle DNA U(zerinde
kirlimalara sebep olmaktadir (Liang et al., 2002). BLM DNA’ya baglanarak purin ve pirimidin
bazlarinin ayrilmasina sebep olmaktadir, bunun yaninda DNA sentezini inhibe ederek, az bir

derecede de RNA ve protein sentezinin inhiblsyonuna neden olmaktadir (Isi et al., 2004).
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Hedef Doku Veya Organa Karsi Spesifik Yonelimi
Saglayan Karbonhidrat Yapisindaki Kisim

Sekil 1.1. BLM A2 ve BLM B2’nin kimyasal yapisi (Liang et al., 2002)

Kemoterapdtik ajanlar sinifinda yer alan BLM’'nin kanser hastaligi Gzerindeki baglica

hedefleri arasinda sunlar sayilabilir:

kismi

Kanserin yol actigi belirtileri gidermek,
Kanseri kontrol etmek,

Kanseri tedavi etmek (http://www.wikipedia.org /wiki’kemoterapi).

BLM (g foksiyonel kisim igermektedir;
Metal ile kompleks olusturan kisim,
Tumorll bolgeye spesifik olarak ydnelen kisim,
DNA yariimasindan sorumlu aktif kisim (Liang et al., 2002).
BLM'nin Fe?* veya Co* gibi redoks-aktif metallerin ve oksijenin varliginda karbonhidrat

okside olmaktadir. Oksidasyon sonucunda metal 3+ oksidasyon basamagina

yukseltgenmektedir. Yikseltgenme sonucunda agiga c¢ikan bir elektron serbest radikale

dénlismektedir. Serbest radikal ilacin toksik kismini olusturur ki; bu kisim DNA (zerinde etki

goOstererek DNA'daki fosfodiester baglarini bozarak kiriimalara neden olmaktadir (Liang et al.,



2002). Bu etki radyasyona benzer bir etki olusturmaktadir. Hibrid hiicre kullanilarak yapilan bir
¢alismada gama radyasyon ve BLM dozunun arttirlmasina paralel olarak ortamda yasayan
hiicre sayisinda azalma oldugu gézlenmistir (Isi et al., 2004).

DNA yasayan canlilarda, radyasyon ile zarara ugrar. iyonlastirici radyasyonun hiicre
icine gegisi, cok karmasik direkt ve indirekt olaylar zincirini baslatabilir. Bu olaylar sirasiyla
fiziksel, kimyasal, fizikokimyasal ve biyolojik devrelerdir. Hiicre radyasyona maruz kalacak
olursa, radyasyon DNA’nin her iki seridinin karsilikli noktalarinda meydana gelecek ve hiicre
bunu dlzeltemeyecektir. Cogalma yetenegini kaybeden hiicre ise zamanla dlecektir. Bu noktada
biyoaktif ila¢g radyasyon kaynagi olarak ®mre, B, "In% Ga ve *'Co gibi bir radyonuklid ile
isaretlenecek olursa yukarida bahsedildigi gibi radyoniklid’'in radyotoksisitesi sayesinde hiicre
DNA'’sI daha ¢ok hasar gorecek ve bu da kanserli hiicrelerin yok olma stirecini hizlandiracaktir
(Krohn, 1977).

BLM metallerle kompleks olusturarak, klinik gérintileme galismalarinda timoére kargi
duyarli bir tutulum gdstermektedir (Brooks et al., 1999). Nikleer tipta ¥™Te jle isaretli BLM'nin
anti-kanserojen 6zelliginden yararlanarak hem kanser hastaliklarinin tedavisi Uzerinde hem de
radyofarmasdétik potansiyeli Uzerinde ¢alismalar yapilmaktadir. Boylelikle, peptidler hedef-odakli
kemoterapide kullanilacak olan radyofarmasétiklerin gelistiriimesinde Umit vadeden bilesikler
haline getiriimektedir.

Yukarida verilen bilgilerin 1s1ginda yapilan bu ¢alismanin amaci, farkh kanser turlerinin
tedavisinde kullanilan BLM’nin ve ayni bilesigin bir glukuronid tiirevi olan ve enzimatik olarak

sentezlenen BLMG'in %™

Tc ile isaretlenmesi ve bu isaretli bilesiklerin deney hayvanlari tizerinde
yapilacak olan biyodagilim ve sintigrafi c¢alismalari ile desteklenerek, radyofarmasétik

potansiyellerinin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Radyofarmasétikler
Nukleer tipta hastaliklarin tani ve tedavisinde kullanilan ve secilmis organ veya bolgelerde

spesifik olarak tutulan radyoaktif ajanlara “Radyofarmasotik” adi verilmektedir (Tamgag, F.,
Erselcan, T., 2001). Nukleer tipta kullanilan radyofarmasoétiklerin %95’i tani, %5'i tedavi
amachdir. Bir radyofarmasoétik radyontiklid ve farmasoétik olmak lzere iki bilesenden meydana
gelmektedir. Bir radyofarmasétigin  tasariminda, 6ncelikle dikkat edilmesi gereken nokta,
radyofarmasétigin secilecek organin fizyolojisine uygun olmasi gerektigidir. Daha sonra uygun
bir radyoniiklid, segilen farmasotige baglanir ki; bu isleme isaretleme denilmektedir. ideal bir
radyofarmasotigin hastanin mimkin olan en disik radyasyon dozunu alabilecegi sekilde
tasarlanmasi gerekmektedir. Genellikle eser miktarda kullanildiklari igin farmakolojik etkileri
yoktur. Bu sebeple tani amaciyla kullanilacak radyofarmasétigin bazi 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Bir radyofarmasotik;

e Kolay bulunabilmeli,

e Kisa etkin yari dmru olmall,

o Parcacik radyasyonu yaymamali,

e Yiksek lokalizasyon oranina sahip olmali,

e Metabolik uygunluk saglamali,

e Hazirlanmasi ve kullaniimasi sirasinda kimyasal olarak kararli olmalidir (Enginar, 2002;

Acar, 2005).

2.1.1. Radyoniiklid segimi

Tani amaciyla kullanilan bir radyofarmasétikte bulunan radyonuklidin, hastaya mumkdn
olan en az radyasyon dozunu verecek, sayim cihazlarinda iyi bir verim ve ayrimi saglayacak
biyoaktif bileseni olusturan maddeyle, kolaylikla ve biyolojik davranigini degistirmeyecek sekilde
baglanabilecek 6zelliklerde olmasi istenmektedir (Acar, 2005).

Tani amaciyla kullanilan bir radyonuklid’in yari émri, hastanin mimkin olan en dusik
radyasyon dozunu alabilecek ve ayni zamanda teshis amaciyla sintigrafi alinmasina izin
verebilecek kadar uzun olmalidir. Radyonuklid alfa (o) ve beta (B) gibi pargacik karakterli
radyasyonlar yayinlamamali ve yayinlanan radyasyonlar monokromatik olmalidir. Cok ylksek
enerjili veya vucutta absorblanacak kadar kuguk enerjili gama radyasyonu hastaya verilen
radyasyon dozunun artmasina ve vicut diginda izlenme veriminin azalmasina sebep olacaktir.
Radyontiklidin bozunma Uriin, toksik olmayan ve kararl bir element olmalidir. Teshis amaciyla
kullanilacak radyonuklidin 6zellikleri ise séyle olmalidir:

e Radyonuklid’in fiziksel yari émrl yaklasik olarak 6-200 saat arasinda olmalidir. Bu
sure gorintilemedeki H/O (Hedef doku/Hedef olmayan doku) oraninin en yiksek

degere ulastigi siireden daha fazla olmalidir.



e vy (gama) enerji araligi yaklasik olarak 100-300 keV arasinda olmali ve bu eneriji
sintigrafi cihazi tarafindan ayirt edilmelidir. Bu aralik niikleer tip agisindan tarama
yapmaya uygundur.

e Radyonuklid bozunmasi sirasinda ylksek enerjili monokromatik gama isini
vermelidir. lyi bir gériintii saglanabilmesi igin foton yogunlugunun yiiksek olmasi
istenir. Radyonuklid bir pargacik radyasyonu veya dusik enerjili parcacik
radyasyonu yaymamalidir. Aksi taktirde hasta dnemli 6l¢clide ve gereksiz radyasyon
dozuna maruz kalacaktir.

¢ Radyonuklid'in bozunma drGnu kararli olmalidir. Bozunma Grind sadece ilave doz
vermeyip ayrica gorintide de karisikliga neden olabilmektedir.

e Spesifik aktivitesi yluksek olan radyonuklidlerden elde edilen goérintinin kalitesi
daima yuksek olmaktadir. Bu nedenle radyofarmasoétik hazirlanirken radyoniklidler
tastyicisiz formda kullanilirlar.

e Radyofarmasétigin  kimyasal kararlihdi ylksek olmalidir. Kimyasal kararlilik
radyonuklidin baglandigi ligand ve farmakokinetik degiskenlerine baghdir.

e Kimyasal kararhlik degeri tam olarak H/O dis goriintl vasitasiyla belirlenebilir.

e Radyonuklid kolayca elde edilebmeli ve fiyati da uygun olmaldir (Enginar, H.,
2002).

2.1.2. Farmasotik
2.1.2.1. Farmasoétik se¢imi
Yapisinda tasididi izleyici radyonuklidi viicudun iginde bilgi alinmasi istenen organ, doku

veya bolgeye gotiren etken maddeye “Farmasotik” denmektedir. Farmasotigin (biyoaktif
bilesenin), viicuttaki biyolojik davranisi yapilmasi istenilen incelemeye uygun olmali, viicudun
belirli bir organ, doku veya bdlgesinde lokalize olmalidir.

Tani igin gerekli zamani sagladiktan sonra viicuttan hemen atiimalidir. Bdylece tasinan
radyoaktivitenin tamami istenilen yere gétirilerek, inceleme tamamlandiktan sonra, vicutta

daha fazla kalmasi1 6nlenmektedir.

2.2. Peptid hormonlari

Glikopeptid'ler peptid hormonlari sinifina dahildir. Glikopeptid'ler terminal amin grubuna
veya molekili olusturan bazi amino asitlerdeki serbest amin (ornitin, lizin), amit (asparajin),
hidroksil (serin) v.b. gruplara, mono ya da oligosakkaritlerin baglanmasiyla olusmaktadir.
N-glikozit yapisinda olabilirler. Bunun yaninda O-glikozit karbonhidrat zinciri en fazla 8-10 adet
monosakkarit icermektedir. Glikopeptid antibiyotikler antibiyotik ilaglarin bir sinifidir. Onemli
glikopeptit antibiyotikler vancomycin, teicoplanin, televanin, ramoplanin, decaplanin ve

bleomycin’dir  (http://www.wikipedia.org/wiki/lkemoterapi). =~ Bu  antibiyotikler  Penicillium,



Cephalosporium Streptomyces, Micromonospora ve Bacillus turleri gibi mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen ve diger mikroorganizmalarin Uremesini Onleyen veya onlari dldiren
maddelerdir.

Kemoterapik madde, ¢ok kucuk miktardaki mikroorganizmalar Gzerinde zarar verici etkileri
fazla, buna karsilik organizma Uzerindeki etkileri ¢ok az olan ya da hi¢ bulunmayan, enfeksiyonik
hastaliklarin sagaltimi amaci ile kullanilan kimyasal maddelerdir. Bu etkiye segici toksik etki

denmektedir.

2.3. Glukuronid bilesgikleri, olusumu ve énemi

Her yil insanlar, topraktan, sudan, soluduklari havadan yani atmosferden ve aldiklar
gidalardan binlerce kimyasal toksik ve zehirleyici maddelerin etkisi altinda kalmaktadir. Bu
zehirleyici maddeler insan metabolizmasinda, beden direng sisteminin azalmasi veya yok
olmasi, hormonal dengesizlik, fonksiyon bozukluklari, sinir sistemi bozukluklari veya direng
kaybi, fizyolojik dengesizlikler ve hatta geriye dénlisti olmayan hastaliklar (kanser) gibi ¢cok gesitli
ve farkl belirtilerle kendilerini gdstermektedir.

Beden dogal olarak kendisine zararli olan toksik dzellikteki maddeleri karacider, bobrek,
idrar, digki, ter ve solunum yoluyla deriden atarak temizleyip, kendisini arindirmaktadir. Ancak
dzellikle Ikinci Diinya Savasi sonrasi endiistrinin giderek yogunlagmasiyla beraber gelen
petrokimyasal devrim, toksinlerin, insan metabolizmasindan atilma sdrecini yavaglatmis ve
bunlar hem atilip hem de viicutta birikir hale gelmigtir.

Organizmanin kendisine yaramayan ve bozucu etkileri olan bu zehirli maddelerden
arinmasina “Detoksifikasyon” denmektedir. Detoksifikasyon; 6zel diyetlerle vicudu arindirma,
belirli stirelerde doktor kontrollinde su, sebze suyu ve meyve suyu rejimleri, vicudu toksinlerden
aritan ve temizlenmesine yardimci olan bazi vitamin, amino asit, bitki caylari, bitki rejimleri,
selazyon tedavileri, homeopatik tedaviler, yosun banyolari, sauna, hamam, kaplica, hipertermik
seanslar (terleme), kolon temizleme (Kolon hidroterapi) ve ozon uygulamalari gibi ¢ok cesitli
yontemlerle saglanabilmektedir.

Diger taraftan glukuronidasyon (glukuronidlesme) mekanizmasi toksik materyallerin suda
¢ozulebilir glukuronid konjugatlariyla meydana gelen ana detoksifikasyon mekanizmasi olarakta
bilinmektedir (Unak et al., 1997). Glukuronidler canlilarda iretilen énemli metabolitlerden biri
olup, birgcok doku hicresinin endoplazmik retikulumu iginde bulunmalarina ragmen, genellikle
karaciger mikrozomal enzimlerince Uretilmektedir. Glukuronidlerin renal yolla hizli bir sekilde
atilmasi bunlarin klinik kullanimi agisindan temel bir problem olusturmaktadir (Biber et al., 2004).

Glukuronidler monosakkaritlerin asetal bilesikleridir ve glukuronik asitin asetal
hidroksilinin bir bagska maddenin alkol grubu ile tepkimeye girmesiyle olusan bilesiklerdir.
Glukuronidlesme reaksiyonunda, glukuronik asit fenol, karboksilik asit, alkol ve aromatik asit gibi

uygun birer slbstitient tasiyan substrata glikosidik bagi ile baglanmaktadir. Béylelikle olusan
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Glukuronid bilegikleri reaksiyon sirasinda glikosidik badina katilan slbstutientin hetero atomuna
gore fakli isimler almaktadir. Eger;
e Substrat glikosidik bagina oksijen atomu lizerinden baglanmissa -OH; O-glukuronid,
e Substrat glikosidik bagina kikurt atomu Gzerinden baglanmigsa -S; S- glukuronid,
e Substrat glikosidik bagina azot atomu Gzerinden baglanmigsa -NH; N-glukuronid,
e Substrat glikosidik bagina karbon atomu Uizerinden baglanmigsa -C; C-glukuronid adini
almaktadir (Unak et al., 1996).
Glukuronid reaksiyonunda Uridin-5-difosfo-glukuronik asit (UDPGA) kofaktér olarak
kullanilmakta olup, reaksiyon karacigerdeki endoplazmik retikuimda sentezlenen

UDP-glukuronosil transferaz enzimi tarafindan katalize edilmektir.

— Hidroksilaz — -

TOKSIK MADDE

OH

[UDP - Glukurenil Transferaz

T |\ — COEH
|,‘__“‘—|||. H
. H HCE |
' o H o
Glukurenid Bilesigl
{suda ¢GzUnar)

Sekil 2.2. Karacigerdeki glukuronidasyon mekanizmasinin sematik gosterimi ( Avcibasi, U.,
2004)

1949'da yapilan bir ¢alismada, bir DNA alkilleyici ajani olarak anilin-mustard bilesiginin
glukuronidi olan anilin-mustard-O-glukuronidin kanser tedavisinde kullanilabilme potansiyeline

sahip oldugu rapor edilmistir (Unak et al, 2002).

2.4, Deglukuronidasyon ve 6nemi

O-glukuronid ve N-glukuronid gibi glukuronid bilesikleri B-glukuronidaz enzimi tarafindan
deglukuronidasyona ugramaktadir (Unak, 2004). Kanser tedavisinde, bu enzim ile ilgili olarak
glukuronid bilegiklerinin dzellikle toksik konjugatlari giderek artan bir ilgiye sahiptir (Unak et al.,
2005; Avcibasi et al., 2008).

Glukuronid bilesiklerinin B-glukuronidaz enzimi ile deglukuronidasyonu sonucunda ortaya
¢ikan sitotoksik bilesimindeki aglikon kisim kanser hcreleri ile segimli olarak etkilesmektedir
(Unak et al., 2002). Bunun yaninda glukuronidleri hiicre zarinda hidrolize eden B-glukuronidaz

enzimi kist ve timdr dokularinda spesifik tutulum gdsterir, dolayisiyla s6z konusu enzim anti-
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kanserojen ajanlarin glukuronid pro-druglarinin timor spesifik biyoaktivasyonunu artirmada
6nemli bir paya sahiptir (Biber et al., 2006).

Hidroliz enzimleri (Hidroksilaz) sinifina giren en o©nemli enzimlerden biri olan
B-glukuronidaz enzimi, glukuronid tiirevi bilesiklerin deglukuronidasyonunda gok 6énemli bir paya
sahiptir. Bunun yaninda, bu enzim metabolizmadaki toksik materyallerin detoksifikasyonu
tizerinde de efektif bir role sahiptir (Unak et al., 2005).

Deglukuronidasyon, B-glukuronid baginin enzim tarafindan kopartiimasiyla meydana
gelmektedir. Bdylece, glukuronid bilesigine bagli olan grup (aglikon) yapidan ayriimis olur. Bu
enzimler ilaglarin, endustriyel kimyasallarin, karsinojenlerin, besin katki maddelerinin,
peptisitlerin ve insan yapimi substratlarin konjugasyonlarini saglayarak organizmayi birgok
toksik maddenin olusturdugu zararli etkilerden koruyabilme &zelliklerine sahiptir.

Literatlr galigmalari ozellikle spesifik kanser tirleri basta olmak lUzere, metabolizmada
bu enzim seviyesinde meydana gelen degisikliklerin bazi rahatsizliklari tetikledigini rapor etmistir
(Unak, 2005).

1974’te Bicker tarafindan yapilan bir ¢alismada 8-hidroksi-kinolin-glukuronid bilesiginin
B-glukuronidaz enzimi ile deglukuronidasyonu sonucunda bilesigin anti-timdr aktif
8-hidroksi-kinolin kisminin kanser hicrelerinde, etrafindaki kas hicrelerine oranla 3 kat daha
fazla tutulum goésterdigini rapor etmistir (Unak et al., 2003; Unak et al., 2002; Unak et al., 2005;
Avcibasi et al., 2008). Henle’nin yaptigi baska bir calismada ayni bilesigin B-glukuronidaz enzimi
ile deglukuronidasyonu sonucunda, bilesigin sitotoksik 8-hidroksi-kinolin kisminin RIF timor
hicrelerinde, normal doku hiicrelerine gore 7 kat daha fazla B-glukuronidaz aktivitesi gosterdigi
belirtiimistir (Unak et al., 2002; Unak et al., 2005; Avcibas! et al., 2008).

Glukuronid prodrug’larinin '?1, 3", #*™T¢ ve "C gibi belirli bir radyotoksisiteye sahip olan
radyonuklidlerle isaretlenmesi sonucunda, ileriye dénik olarak umut vadeden goérintileme
ajanlari elde edilecektir.

Avcibasi ve arkadaslar tarafindan yapilan bir galismada uygun dalga boylu bir isikla
aktive olarak hucre ve dokular Uzerinde serbest radikaller ve singlet oksijen gibi molekuler
turlerle toksik etki olusturan ve timorler Gizerinde yiksek fotodinamik etki gosteren bir perilen
diimid tiirevi olan PYPER "I ile isaretienmis ve elde edilen "*'I-PYPER bilesiginin gelecekte

efektif bir anti-kanserojen ilag olarak, kullanilabilecegdi rapor edilmistir (Avcibasi et al., 2006).

2.5. Teknesyum (99Tc) kimyasi
2.5.1.Teknesyum elementi

Yillarca periyodik tabloda, Molibden (**Mo) ve Rutenyum ('®’Ru) arasinda bir bosluk
bulunmaktaydi. Baslangigta birgok arastirmaci bu kayip elementi kolayca bulacaklarini Gmit
ediyorlardi. Mendelev periyodik tabloyu dizayn ederken o gline kadar heniz kesfediimemis

elementler igin bazi bosluklar birakmis, grup 6zelliklerine gére bu bosluklari isimlendirmisti.
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Tc'un bulundugu bosluga ilk elementin manganez olmasindan da esinlenerek eka
(1)-manganez adini vermigti.

1937’de yilinda Peter ve Segre Molibdeni siklotronda hizlandiriimis 5 MeV enerjili
détronlarla bombardiman ederek nlkleer bozunmalara karsi kararsiz olan ve dogada
bulunmayan 43 atom numarall Tc'u kesfettiler (Tung, 1996) ve kesfettikleri bu elemente

Yunanca suni anlamina gelen “tecnetos” ismine ithafen teknesyum adini verdiler.
Mo + °"H —— ®Tc + 'n (2.5.1)

Kesfinden itibaren Tc hakkinda pek ¢ok arastirma yapildi. 1962°de P. K. Kuroda ve B. T.

Kenna tarafindan #*®

U‘in kendiliginden fisyon Griind olarak iz miktarlarda Afrika Pegblendinde
kesfedildi ve Uranyumdan izole edildi.

Tc elementi S, M ve N tipi yildizlarin spektrumlarinda bulunmaktadir. Yildizsi
maddelerdeki varli§i, yildizlarda bulunan agir elementlerin Uretimine iligkin yeni teorilerin
dogmasina yol acmistir (http:/en.wikipedia.org/wiki/Technetium, http://www.lenntech.com/
Periodic-chart-elements/Tc-en.htm).

Tc 43 atom numarasina sahip olan bir gegis elementi olup, VIIB grubunda
bulunmaktadir ve giimus gri renklidir. 2160°C’'de erir, hekzagonal yapida kristallenir. Stabil
haldeki Tc elementi 1s? 2s? 2pG 3s? 3pG 4s? 34" 4p6 5s' 4d° elektronik konfiglirasyonuna sahiptir.
Kimyasal reaksiyonlarinda ya s alt kabugundan 1 elektron ya da d alt kabugundan 6 elektron
kaybetmektedir. Bununla ilgili olarak, Tc kimyasal reaksiyonlarinda farkli oksidasyon
basamaklarina sahiptir. Bunlar -1'den +7’ye kadar degisen degerlerdedir. En kararl oksidasyon
dlzeyleri +4 ve +7 halindedir. Gegis elementi oldugdu icin selat yapisindaki iyon ve molekullerle
metal kompleksleri olusturmaktadir. Radyofarmasétiklerin hazirlanmasinda Tc’un bu 6zelliginden
yararlaniimaktadir. Tc’'un tim izotoplari B-bozunmasi veya EC (elektron yakalamasi) yaparak
bozunmaktadir. Dodada bulunan Tc'un izotoplari uranyum g¢ekirdeg@inin kendiliginden fisyon
Urtinleri olarak olugmaktadir (Tung et al., 1996). Tc’'un bilinen izotoplarinin yari émdrleri 0,86 s
-2,6x10° yil; kiitle numaralari 90-110 arasinda degismektedir (Kekilli, 2001).

2.5.2. Metastabil-Teknesyum izomerik cekirdegi (**"Tc)

Nukleer tipta 6zellikle tanisal alanda genis bir gesitlilige sahip olan ®mTe, ®Tcun
metastabil (ara kararh) fazdaki bir izotopudur. Bu metastabil halin yar-6mrt 6,02 saatir. Temel
haldeki Tc’'un elektronik enerji dizeyi uyarildi§i zaman, uyariimis enerji duzeyi kararlihgini
korumak igin temel enerijili haline geri ddnmek isteyecektir. Ancak uyariimis dizeyin 6mri saniye
mertebesine gore, saat metresinde olduk¢a uzundur. Uzun omurld bu uyariimis dizeye
“metastabil (ara kararli) faz” denmektedir. Metastabil diizeyde bulunan ¢ekirdek bu siire zarfinda
farkll karakteristikler kazanmaktadir. Artik temel enerjili haline doénse bile, temel enerjili

durumdaki Tc’'dan farkli bir forma sahip olacaktir. Bu noktadan sonra, kitle ve atom numarasi
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ayni olmasina ragmen, nikleer dzellikleri birbirinden farkli olan ¢ekirdekler olugsacaktir. Olusan
bu gekirdeklere “izomer ¢ekirdekler” denmektedir. izomer gekirdeklerden normal eneriji
dizeyinde bulunanlar yalnizca katle numaralariyla yazilirken, uyariimig enerji duzeyinde
bulunanlar ise, kitle numaralarinin yanina “metastabil” yani “ara kararli” anlamina gelen, m harfi
ilave edilerek gosterilimektedir. Metastabil enerji diizeyinde bulunan izomer bir g¢ekirdegin, bu
enerji diizeyindeki niikleon, ya da niikleonlarinin belirli bir yasam suresi sonunda normal ener;ji
dizeyine inmesiyle 0.1405 MeV (140.5 keV) degerinde bir y-isini salinmaktadir. Bu olaya

“%MT¢'un bozunmasi” da denmektedir (Unak, 2007).

j;mm 1.37 MeX
i ogner
B':wh-‘mfr 1
¥
Froome Lt -
aTe 0.0 Me¥

Sekil 2.3. ®Mo’un **Tc’a bozunmasi (http://www.monrol.com.tr)

2.5.3. " T¢ kimyasi
Son yillarda, Tc’'un koordinasyon ve organometalik kimyasina karsi giderek artan bir ilgi
s6z konusudur. Bu durum d-gegis elementlerinin biyomedikal alandaki énemini yansitan bir

durumdur. %M

Tc cekirdedi nukleer tipta, tani ve goérUntileme amaciyla en ¢ok tercih edilen
radyonuklid’dir. Buna sebep olan faktérler arasinda;

e Ucuz olmasi,

e Kolay erisilebilir olmasi,

e 6 saatlik yari dmre (t,2) sahip olmasi,

o 140 keV enerijili tek y-1isimasi salmasi gibi 6zellikler sayilabilmektedir (Arano, 2002).

¥mTe tanisal radyofarmasotiklerde, metal Ozellikleri sayesinde radyoaktiviteyi vicut
icinde tespit edilen spesifik bolgeye gotiren tasiyici kisma baglanmaktadir. Boylelikle elde edilen
radyofarmasatiklerin yeni tirevlerinin dizayn edilmesi, edinilen temel amaglar arasindadir (Giglio

et al., 2008).
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99m

Cizelge 2.1. Nukleer tipta goérlntileme amacl kullanilan Tc-radyoisaretli bilesikleri

(Kekilli, 2001)
M- tiirevi Goriintiileme Yeri
¥MTc-fosfonatlar Kemik
PMTc-pentatatlar (DTPA) Bébrek (Renal kan akimi)
" Tc-Radyoisaretli Bilesik ®MTc-stlfir kolloid KC-Dalak
PMTc-makroagregate albumin Akciger perfiizyon
P MTc-albumin kollloid Kemik iligi
PMTc-iminodiasetik asitler Hepatobiliyer

Bugun, nikleer tipta gorintileme amaciyla kullanilan radyofarmasétiklerin gogunlugu
9™T¢ ile isaretlenen peptid ve aminoasit yapisindaki bilesiklerdir. 9™Te vilcut icine enjekte edilen
radyofarmasaétigin, vicut igindeki biyolojik davranigini izlemede &nemli bir izci olarak
davranmaktadir.

Unak ve arkadaglar tarafindan yapilan bir galismada, penisilamin-disilfit ve sistein gibi
aminoasitlerin *™Tc ile isaretlenmesiyle edinilen radyofarmasétiklerin karaciger, bobrek ve safra
kesesi gibi organlarin tanisal goérintilenmesinde uygun bir ajan olarak kullanilabilecedi rapor
edilmektedir (Unak et al., 1997). Bunun yaninda, ®mTe ile isaretli reseptor-spesifik karakterli
Exorphic C ve birgok radyopeptid formu nikleer tipta, basta kanser tedavi ve terapi arastirmalari
olmak Uzere, insan timdrlerinin goérintilenmesinde alternatif bir yaklasim getirmektedir (Ertay et
al., 2004).

2.5.4. Mo / *™Tc jeneratorii

99m / 99m:

Tc ticari olarak **Mo Tc jeneratoérunden elde edilmektedir. Mo / #™Tc jeneratori
ilk kez 1957 yilinda Brookhaven Ulusal Laboratuarinda gelistiriimis ve tasiyicisiz olarak *Mo ‘un
alimina (Al,O3) kolonuna adsorbe edilmesiyle Gretilmistir (Enginar, 2002).

*Mo kolon lizerinde B bozunmasi ile 9mTe cekirdegine déniismektedir. Uriin gekirdek
olarak ®™Tc; *™TcO, (perteknatat) formunda olusurken, kolondaki ana cekirdek **Mo ise
*Mo0,* (molibdat) halinde bulunmaktadir. **Mo, **Mo00,* formunda +6 oksidasyon diizeyinde

99m 99m:

iken, ™' Tc perteknatat formunda (7' TcO,) +7 oksidasyon dizeyine sahiptir. +6 oksidasyon

9MT¢ ise kolona

duzeyindeki Mo alimina kolona saglam tutunurken, + 7oksidasyon duzeyindeki
daha zayif tutunmaktadir. Alimina kolon %0,9 NaCl (serum fizyolojik) sollsyonu ile yikandigi
zaman, kolon Uzerinde sirasiyla molibdat ve perteknatat olmak Uizere iki tane sodyum tuzu
olusmaktadir (Na,”’MoO, ve Na®"TcO,). Bu noktadan sonra, iki sodyum tuzu arasinda
yarismali bir adsorsiyon baslar, ancak molibdat tuzu kolon Uizerinde daha saglam tutundugu igin
Na**"TcO, kolondan kolayca ayrilirken, Na,”’MoQ, ise kolonda kalmaktadir (http://en.wikipedia.

org).
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Sekil 2.4. ®Mo / *™Tc jeneratorii (Enginar, H., 2002)

2.5.5. *™Tc radyofarmasétikleri
9mTe baslica kemik, bdbrek, miyokardial ve akciger olmak Uzere niikleer tip alaninda
yaklasik 20 milyon tanisal gortintileme isleminde aktif olarak kullaniimaktadir. Ginimize degin,
hedef organ ve organ sistemlerinin gorintilenmesi amaciyla pek ¢ok radyofarmasétik dizayn
edilmekte olup, halen buna yonelik yeni yaklasimlar gelistiriimektedir. Bilinen metotlarin
genelinde, ayni veya birbirine yakin selatlagtiricilar ve gegis metallerinin ayni oksidasyon
basamaklari kullaniimaktadir. Bu durum ise metal-biyomolekil konjugatlarinin spesifik 6zellikleri
Uzerinde kisitlayici bir etki olusturmaktadir. Teknesyum ile yapilan isaretleme metotlarinda;
e Metal iyonlarinin uygun bir indirgen ajan ile indirgenmesi (metal daha dislk ve stabil
oksidasyon basamagina indirgenir),
e indirgenen metalin ligand sistemleri ile koordinasyon kurmasi,
e Tasarlanan radyofarmasoétiklerin biyolojik dagiliminin saptanmasi ortak asamalar

arasinda bulunmaktadir (Abram et al., 2006).

2.5.5.1. ®™Tc’un indirgenmesi

Jeneratorden elde edilen *™TcO, iyonu ¢ok kararsizdir ve bu haliyle direkt olarak higbir

99m

bilesikle baglanamaz. Biyolojik olarak aktif bir biyomolekulin *"Tc ile isaretlenmesi igin dnce 7+’

den 3+, 4+ veya 5+’e indirgenmesi gerekmektedir. Bu konuda pek ¢ok metot mevcuttur. Buna

yonelik tepkimeler genellikle basit tepkime kaplarinda 20-80°C araliginda, pH=5-7 arasinda

olmakla birlikte, reaksiyonun gergeklesme siresi 20-120 dk arasinda degismektedir. M Tein
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yarilanma sdresinin (t,,=6,02 saat) kisa olmasindan dolayi, reaksiyonunda kisa slrede

gerceklesmesi istenmektedir (Enginar et al., 2002).

2.5.5.2. Askorbik asit metodu

ilk defa albiimin isaretlemede kullaniimistir. Askorbat'in, asidik ortamda Tc'u indirgedigi
gibi albimin molekuli zerinde degisiklikler yaparak daha fazla baglama merkezi hazirlayip
kimyasal bagi kuvvetlendirdigi ileri  sOrGlmistir. Ancak gunimuizde tek basina

kullanilmamaktadir.

2.5.5.3. Fe (II) metodu
AlbUmin igsaretlemede kullaniimistir. Bu yontemde Fe 2+'den 3+’'e oksitlenirken Tc 7+
degerinden daha disuk oksidasyon basamaklarina indirgenmektedir. Perteknatat-albimin ve Fe

() igeren ¢ozeltinin pH’1I 5’e ayarlanmaktadir.

2.5.5.4. Fe (lll) ve askorbik asit metodu

Fe(lll) klorir ve askorbik asitli ortamda, albimini isaretlemek igin kullanilan bu metotta
askorbik asit Fe'i 3+ oksidasyon basamagindan 2+’ye indirgerken, Fe** ise Tc'u indirgemektedir.
Daha sonra, indirgenmis Tc alblimine baglanmaktadir. isaretleme verimi, pH, albiimin miktari,

demir ve askorbik asit konsantrasyonlarina baglh olarak degismektedir.

2.5.5.5. Sn (ll) metodu
9T ile isaretli radyofarmasoétiklerin hazirlanmasinda en sik kullanilan indirgen ajan, Sn(ll)

Klortrdiir. ™ Tc'un, Sn(ll) ile indirgenmesine iligkin kimyasal reaksiyon asagidaki gibidir:
2TcO, + 16H" + 3Sn™ — > 2Tc* + 3Sn* + 8H,0 (2.5.5.6)

Jeneratorden sagilan Na®™TcO, soliisyonunda cok kiigiik miktarda *™Tc (~10° M)

9mTe'u indirgemek icin gok az miktarda Sn?*e ihtiyag duyulmaktadir.

bulunmasi nedeniyle,
Yukarida belirtilen indirgenler disinda, indirgen olarak sodyum borhidrat, sodyum bistilfit,
hidrazin, formamidin sulfinik asit, hidroksilamin, hipofosforus asit ve sodyum ditiyonatin yaninda

metalik ¢inko, molibden (lll), tungsten (lll) ve antimon (lIl) tuzlari kullaniimaktadir (Tung, 1996).

2.6. isaretleme teknikleri
Gindmizde bilim adamlar teshis veya tedavi amaci ile kullanilan radyofarmasoétiklerin
dizayninda peptid ve proteinleri hedef olarak almis ve bunlara yonelik klinik calismalarda

yogunlagsmiglardir. Peptidlerin isaretlenmesi icin ¢ogunlugu protein isaretleme metotlarindan
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adapte edilen sayisiz yaklasim bulunmaktadir. Bunlari iki ana kategoride, ¢ farkl sinifta
gruplandirmak mimkuindar:

e Dogrudan (Direkt) isaretleme yaklasimi,

e Ara Kompleks Uzerinden isaretleme yaklasimi,

e Dolayl (indirekt) isaretieme yaklagimi.
Son iki isaretleme yaklasimi ayni temele dayandidi igin bunlari ayni kategoride (Dolayl

isaretleme) degerlendirmek mumkindur.

2.6.1. Dogrudan (Direkt) isaretleme teknigi

Direkt isaretleme teknidi biyoaktif molekdllerin ligand atomlari ile isaretlenmesi olarak
tanimlanmaktadir. Tc’'un periyodik tablodaki yeri géz 6nline alindiginda; tiyol, tiyoeter ve alifatik
ya da aromatik aminlerin 6zel baglanma bolgelerine sahip oldugu bilinmektedir. Sulfiir donorleri
genel olarak, cesitli oksidasyon diizeylerinde yiiksek termodinamik kararliiga sahiptir. Ote
yandan, diger gruplarla saglanan temodinamik kararlilik zayif ve biyolojik kosullar altinda metal
merkezi kararli kilmak igin yeterli degildir (Abram et al., 2003).

Dogrudan (direkt) isaretleme teknigi peptidlerin isaretlenmesinde basarili olarak
kullaniimaktadir (Acar, 2005). Bu sayede proteinlerin siilfit baglariyla *™Tc arasinda yiiksek
kararlihga sahip olan baglar olugsmaktadir. Bunun yaninda, indirgen ajanlarin varliginda,
peptidteki disulfit (S-S) baglar serbest tiol (S—H) gruplarina dénltserek, peptid ®mTe le
isaretlenmektedir. Reaksiyonlarda protein formundaki bilesiklerin disulfit baglarini indirgemek
icin, dithiothreitol (DTT) kullaniimaktadir. Ancak DTT’nin pH=7'nin altinda etkin olamamasi
bilesigin kullanimi agisindan sinirlayici bir etken olusturmaltadir (http://en.wikipedia.org/wiki/
dithiothreitol). Bu nedenle, genellikle etkin g¢alisma pH1 7 ve 7’'nin (zerinde olan peptid
yapisindaki bilesiklerin reaksiyonlarinda, DTT kullaniimaktadir. ™0, ta bulunan +7degerlikli
¥mTedan kararl bir ™ Tc-peptid kompleksi olusturabilmek icin Tc'un daha diistk bir degerlige
indirgenmesi gerekmektedir (Acar, 2005). Yonteme iliskin mekanizma buylUk &lgtide disulfit
baglari Uzerinden yUradugu icin, ancak peptid baglarinin bolca bulundugu protein ve
fragmanlarina uygulanabilmektedir (Abram et al., 2003). GUnkU birgok kiglUk peptid disulfid
bagina sahip degildir. Bazi durumlarda disiilfid bagi varsa da protein ve fragmanlarinin biyolojik
Ozelliklerinin stabilligi acisindan bu bagi indirgemek riskli olabilir. Dogrudan isaretleme teknigi,
peptid bazh spesifik radyofarmasoétiklerin gelistirimesinde tercih edilen en pratik yaklasimdir
(Taner, 2001).

Direkt metotlar radyoisaretleme ¢alismalarinda kolaylik saglayan ve ayni zamanda
verimli olan yontemlerdir. Ancak yontemde, reaktiflerin kullanim sirasi, kullanilan miktarlar ve
pH cok dnemli parametrelerdir. S6z konusu parametreler elde edilen radyoisaretli bilesigin
isaretleme verimi ve kararlihd1 Uzerinde efektif bir etkiye sahiptir. Ancak direkt isaretleme

yonteminin basarisiz oldugu durumlarda bulunmaktadir. 2001 yilinda Du ve arkadaslar
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9MTe ile

tarafindan yapilan bir ¢calismada, 14 aminoasitli bir peptid hormonu olan somatostatin
dogrudan isaretlenmis ve peptidteki disilfit (S-S) baglarinin serbest tiol (S—H) gruplarina
cevrilmesiyle isaretleme yapilmistir. Bununla birlikte, bozulan reseptér afinitesi ve peptidin ¢ok
kisa olan yari émrinden dolayi (t12<3 dk) reseptorce zengin dokularda spesifik bir tutulum
g6zlenememistir. Ayni c¢alismada dogal bir hormon olan, somatostatinin analogu olan

octreotide’de ™

Tc ile isaretlenmis ancak disulfit baglarinin zor indirgenmesinden dolayi direkt
isaretleme yonteminin basarisiz oldugu rapor edilmistir (Du et al., 2001).

Baska bir baska calismada Octreotide hormonunun *"Tc ile dogrudan isaretlenmesi
sirasinda kullanilan cgesitli indirgen ajan miktarlarinin isaretleme verimi Uzerindeki etkisi
arastirilmis ve bunun sonucunda en yuksek isaretleme veriminin elde edildigi optimum indirgen
miktarinin altindaki veya ustundeki durumlarda istenilen verimin elde edilemedigdi rapor edilmistir

(Gandomkar et al., 2003).

2.6.2. Ara kompleks lizerinden isaretleme teknigi

Peptidlerin ve proteinlerin ®mTe jle isaretlenmesinde, bifonksiyonel selatlastirici ajanlarin
kullanimi (BFSA ) ginUmuzde giderek artan bir ilgiye sahiptir. BFSA’lar metal radyoizotop veya
biyohedefe baglanarak, fonksiyonel gruba siki bir sekilde koordine olmayi saglayan selatlastirici
ajanlardir. ideal bir BFSA yiiksek verimde inert ve kararli bir kompleks olusturmalidir. Fakat
simdiye kadar, bu kriterleri (izerinde toplayan ideal bir BFSA dizayn edilememistir (Gal et al.,
2006). BFSA yaklasiminda genel olarak, radyonuklid bifonksiyonel selatlastirici ajana (BFSA)

®MT¢ arasinda

baglanmaktadir ve daha sonra peptid bu komplekse eklenmektedir. BFSA ile
meydana gelen koordinasyon sonucunda selatlastirici ajan peptide kolayca baglanmaktadir.
Teknigin uygulanmasi birkag basamaktan olugsup, uzun zaman almaktadir. Bu yéntem, arastirma
amagcl olup, mecbur kalindiginda uygulanan bir yontemdir (Acar, 2005).

Aromatik halka tagiyan Ph-XN,S-tipi (X=O,N ve S) semi-rigid bifonksiyonel selatlastirici

99m:

ajanla yapilan bir isaretleme g¢alismasinda, BFSA’nin *"Tc ile yiksek bir verimle isaretlendigi

ve in vitro kosullarda *™Tc-BFSA kompleksinin stabil kaldigi rapor edilmistir (Gal et al., 2006).

2.6.3. Dolayl (indirekt) isaretleme teknigi

Ligandin molekiiler yapisi *"Tc ile isaretienmeye uygun olmadigi zaman, dolayl
(indirekt) isaretleme yontemi kullaniimaktadir. Bu durumda biyolojik olarak aktif molekule
radyonuklidin baglanmasini saglayan glukoheptonat, glukonat, DTPA (dietilentriaminpentaasetik

asit), pirofosfat, tartarat gibi %™

Tc'e kismen kolay baglanan fonksiyonel gruplara ihtiyac
duyulmaktadir. Dolayli isaretleme yaklasiminda BFSA BFS$A-peptid (protein) konjugati
olusturmak igin bir baglayici araciligi ile C-terminale veya N-terminale baglanmaktadir. Bu
yontem dogrudan isaretleme yontemiyle ile ara kompleks yaklagiminin birlestiriimesi ilkesine

dayanmaktadir (Taner, 2001).
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CCK-8 (kolesistokinin) DTPA (dietilentriamintetraasetik asit) ve GH (glukoheptonat) gibi
BFSA‘lar kullanilarak, *"Tc ile yapilan bir isaretleme calismasinda M Tc-GH-CCK-8 ve
¥MTc-DTPA-CCK-8 analoglari %99'dan biiyilk bir verimle elde edilmistir. Sonug olarak,
derisimleri konsantrasyonlari ve afiniteleri ile birbirinden farkli olan CCK-8’in analoglarindan
CCK-B'nin beyin ile ilgili rahatsizliklarda, teshis ve tedavi amaciyla kullanilabilecedi rapor
edilmistir (Ertay et al., 2001).

2.7. ®™Tc isaretli bilesiklerin kalite kontrolii
9MTe Kitteki ligand adi verilen ve bir organ sisteminde lokalize olmak Uzere gelistiriimis

substrat molekiliine tutunmaktadir. Radyofarmasétigin teshis ve tedavi amaciyla kullanilabilmesi

icin 9MTe ile isaretli bilesige ait isaretlenme veriminin (= %95) ¢ok yiliksek olmasi, Urin iginde

99m

bulunabilecek serbest ™" Tc'in ¢ok disuk oranlarda kalmis olmasi ve isaretlemenin bir diger yan

driind olan indirgenmis %™

Tc'inde, ortamda minimal dizeyde bulunmasi gerekmektedir. Hem
serbest, hem de indirgenmis ®mre, goéruntilerde yanlis taniya neden olabilecek ya da
degerlendirmeyi guglestirecek safsizliklar olusturabilmektedir. Bu nedenle, hazirlanan
radyofarmasoétiklerin her birinin hastalarda kullanilmadan 6nce radyokimyasal saflik ydntinden

99m

test edilmesi gerekmektedir. " Tc radyofarmasoétiklerinin kalite kontrolu icin TLRC ve HPLC gibi

kalite kontrol yontemleri gelistirilmistir.

2.71. Yiuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

Sivi fazda ¢ozlinebilen kimyasal bir karisimin kolay ve hizli bir sekilde bilesenlerine
ayrildigi, duyarli kromatografik analiz yontemine Ylksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) denmektedir.

L%

I

Sekil 2.5. Temel bir HPLC sistemi (Demir, i., 2009)

Klasik bir HPLC sistemi Sekil 2.5.’de gosterilmektedir. Bu sistemin en énemli bolimd
ayirmanin gergeklestigi kolondur. Kromatografik analiz sureci ¢oziicide ¢oziinmis olan 6rnegin
sisteme enjekte edilmesi ile baslar. Hareketli (strekli) faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek,

kolon icinde bilesenlerine ayriimaya baslar. Ornekteki her bilesenin gdnderdigi sinyal dedektor
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tarafindan kaydedilir. Dedektdr tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin
tamamima “kromatogram” adi verilir. Ginimuzde HPLC, bilesenlerine ayirma, saflastirma,
tanimlama ve derisim tayini gibi pek ¢ok alanda yaygin olarak kullaniimaktadir (Kilig, E.,
Késeoglu, F., Yilmaz, H., 2007).

2.7.2. ince tabaka kromatografisi

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasini saglayan ve bu
sayede nitel ve nicel analizlerin yapildi§i yodntemlerin genel adidir. ince tabaka
kromatografisinde galisma dizenegi sabit ve hareketli faz olmak (izere iki temel bilesenden
olugsmaktadir.

Hareketli fazda bulunan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle etkileserek, sabit fazda
bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6rnekteki farkli bilesenler icin farkli miktarlarda olmaktadir.
Boylelikle bilesenler sabit fazin sonlarina dogru, farkh hizlarda ilerledikleri igin, birbirinden
ayriimis durumda sabit fazi farkh zamanlarda terk ederler. Bu sekilde sabit fazdan c¢ikan
bilesenlerin derisimleri uygun bir bicimde Ol¢llir ve zaman veya hareketli fazin kullanilan
hacmine kargi “kromatogram” denilen grafikler elde edilir. ince tabaka kromatografisinde, cam,
aliminyum gibi maddelerden yapilmis levhalar (zerine silikajel, aliminyum oksit gibi
malzemelerin ince bir katman halinde yayilmasiyla hazirlanmis tabakalar sabit faz olarak
kullanilir (Kilig et al., 2007).
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Sekil 2.6. ince Tabaka Kromatografisi (Demir, 2009)

ince tabaka kromatografisinde uygulanan 6érnegin miktari, capi ve sekli énemlidir.
Uygulanan c¢ozelti nokta seklinde ve yeterince kiguk olmalidir. Cozelti asin derisik ya da nokta
¢ok genis olursa, Ornekteki bilegsenler iyi bir sekilde ayrilamaz. Uygulanan 6rnek kuruduktan
sonra ylriitme kabina yerlestirilir (Sekil 2.4). lyi bir kromatografik ¢éziimleme igin ayirma kabinin
ici, cozlicu buhari ile dolana kadar beklenmelidir. Cozicunin tasiyicilik glici ne kadar fazlaysa
adsorblanan maddeler bir o kadar hizli hareket eder. YUrime hizi maddenin, kati fazin ve



21

¢6zicundn polaritesine baglidir. Polar maddeler, ¢éziici/adsorban madde ikilisinden daha polar
olan ile daha siki bir etkilesim igine girerler. C6zuci birkag cm kadar ilerledikten sonra, plaka
yuritme kabindan alinir. Coziclinin ulastiyi seviye kursun kalemle hafifce isaretlenir ve
¢6zucunun buharlasmasi saglanir. EGer renksiz maddelerle calisiliyorsa, plaka UV lambasinin
altina yerlestirildiginde noktalar belirgin hale gelir. Gereken dlgiimlerin yapiimasiyla R (alikonma
degeri) degerleri hesaplanir ve maddelerin ayrimi yapilir. Sekil 2.4°de gorildigu gibi, maddenin
suruklendigi noktanin baslangi¢c noktasina uzakhginin toplam yuritme mesafesine oranina Ry

degeri denir.

2.7.3. Stabilite

Radyokimyasal saflik, radyoniklidin bagl oldugu bilesigin radyoaktivitesinin toplam
radyoaktiviteye orani olarak tanimlanmaktadir. Ortamda istenilen bilesimin disinda olusan
radyoaktif bilesikler veya baglanmamis olarak bulunan radyonduklidler “Radyokimyasal
Safsizlik” olarak nitelendiriimektedir. Radyokimyasal safsizliklar radyontklidin Gretimi sirasinda,
biyoaktif bilesenin sentezi sirasinda (reaksiyonun tamamlanmamis olmasi, yan reaksiyonlar
vermesi, ¢d6zlcU veya safsizliklarla olusturdudu reaksiyonlar ve koruyucu gruplarin tam olarak
ortamdan  uzaklastirlamamasi) ve saflastirmanin  tam olarak yapillamamasindan
kaynaklanmaktadir (Vera-Ruiz et al., 1990). Hazirlandigi sirada kimyasal yonden saf olan bir
radyofarmasotik dis etkenlere ve zamana bagl olarak, radyoniklidin bagh oldugu molekilden
ayrilarak veya radyasyonla bozunarak ve bunlar yaninda pH ve sicaklik gibi nedenlerle
safsizliklarini yitirmektedirler. Bu olay radyofarmasaétigin kararliligi ile ilgili bir durumdur. Bu
noktada ortaya ¢ikan radyokimyasal safsizliklar, hedef organ veya bdlgenin disindaki yerlere
lokalize olarak gereksiz yere verilen bir radyasyon dozuna ve sintigrafik incelemede olasi
yanilmalara neden olmaktadir (Enginar, H., 2002).

Radyontuklide ait radyoaktivitenin, toplam radyoaktiviteye oranina “Radyonuklid Saflik”
denmektedir (Ozker, 1979, Vera-Ruiz et al., 1990). Radyoniiklid safsizlik, istem disi gelisen bazi
nikleer reaksiyonlar veya maddenin icindeki kimyasal safsizliklar sebebiyle olusan nukleer
reaksiyonlar sonucunda olusmaktadir. Bunun yaninda radyontiklidin tretimi sirasinda meydana
gelen radyoizotopik kontaminasyonlarda s6z konusu safsizliklara neden olmaktadir (Enginar, H.,
2002).

Fizikokimyasal agidan bakildidinda, ortamdaki pH degisimleri radyofarmasétiklerin
radyokimyasal safligini ve fizyolojik davraniglarini énemli 6lgiide etkilemektedir. Ornegin,
¥MTc-DTPA kompleksinde, %™Tc'in molekiilde kararli olarak kalabilmesi icin pH’In 4 dlzeyinde

korunmasi gerekmektedir. Diger taraftan 99m

99m

Tc-sllfir kolloidinin  pH=6’nin (izerindeki pH
degerlerinde parcalandigi ve " 'Tc¢’ un molekilden ayrildigi, buna bagl olarak radyokimyasal

safligin bozuldugu rapor edilmistir (Enginar, H., 2002). ®“"Tc- BLM ve *™Tc-BLMG ile yapilan
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isaretleme calismalarinda ise M Te-BLM bilesiginin pH= 5 ve 9T BLMG bilesiginin pH=7
degerinde radyokimyasal safliyini korudugu gézlenmistir.

Dolasim sistemi yoluyla viicut icinde dolasan radyofarmasoétiklerin izotonik bir ¢ozelti
olmalari istenmektedir. Osmometre ile dlglilen osmotik basincin, fizyolojik seruma esit veya
muimkin oldugu kadar yakin olmasi gerekmektedir.

Yukarida bahsedilen Radyokimyasal Saflik, Radyontiklid Saflik ve Fizikokimyasal Saflik
bilesenlerinin bileskesi olarak tasarlanan bir radyofarmasétigin biyolojik bir ortamda suregelen
¢alismalar boyunca bozunmadan kendi kimyasal yapisini korumasina “Stabilite (Kararlilik)”
denmektedir. Nukleer tip agisindan, ideal bir radyofarmasétigin hazirlanmasi ve kullaniimasi
sirasinda kimyasal kararhidini korumasi gerekmektedir ve kimyasal kararlilik radyonuklidin

baglandigi ligand ve farmakokinetik degiskenlerine bagimlilik gdstermektedir.

2.7.4. Partisyon katsayisi (Lipofilite)

Lipofilite, bir bilesigin sulu ortamla biyolojik membranlar arasindaki farkli dagihmi
sonucunda ortaya ¢ikan énemli bir parametredir. Ayni zamanda bir maddenin yagda ¢6ziinme
egiliminin dlgusudur ve genellikle oktanol-tampon ikili ¢ézgen sistemiyle dlgilen bir degderdir
(Gulyaeva et al., 2003). Bilesigin ¢ézgen sisteminde bulunan farkli ¢ézgenler arasinda, farkh
¢bzliinmesi sonucunda; Ust fazdaki bilesimin alt fazdaki bilesime oranindan bir P (partisyon
katsayisi) dagiima katsayisi elde edilir. Genel olarak bu dagiima katsayisi lipid/su oranina esittir.
Dagilma katsayisinin logaritmasinin alinmasiyla ile biraz 6énce bahsedildigi gibi, lipofilite adi
verilen parametre elde edilmis olur. Bu katsayl ne kadar blylkse maddenin lipid membrandan
absorpsiyonu o kadar fazla olur. Ve isaretli bilesigin hicre igerisinden gegerek timérli hiicrelere
nufuz etmesi o denli kolaylagir. Lipofilite kimyasal bilesiklerin yag, petrol, lipid, hekzan, toluen ve
oktanol gibi apolar ¢dzgenlerde ¢dézinme yetenegdini gostermektedir (Demir, 2009). Lipofilite
degeri, Ozellikle yapi itibariyle peptid hormonuna dayanan ilaglarin dizayninda, ilaglarin
kan-beyin bariyerinden ge¢me egilimini gosteren bir parametredir (Witt et al., 2001). Son
yillarda, beyinde lokalize olan ve kan-beyin bariyerinden gecebilen beyin gérintileme amach

9mTe radyofarmasadtiklerinin dizayni tizerinde birgok ¢alisma mevcuttur (Ertay et al., 2001).

2.7.5. Goriintiileme ve sintigrafi

iki ya da ti¢ boyutlu bir cismin gercegine en uygun yansimasinin elde edilmesi islemine
“Goriintiileme” adi verilmektedir.

Nukleer tipta goéruntileme amaciyla radyofarmasétiklerden yararlaniimaktadir.
Radyofarmasdtikler segilmis organ veya bolgelerde spesifik olarak tutulum gésteren radyoaktif
ajanlar oldugundan, bu ydniyle incelenecek organin dedektdrler vasitasiyla tetkine ve
goéruntisinun alinmasina imkan vermektedir. Radyofarmasoétiklerin  yapisinda bulunan

radyonuklidin incelenecek organ veya dokudaki dagilimini géruntt seklinde saptama yéntemine
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“Radyoniiklid (Radyoizotop) Goriintilleme (RG)” adi veriimektedir. Ancak radyofarmasotik
formunda vicuda verilebilen radyonudklidin organizmadaki dagiliminin goérintilenmesi ile
anatomik bilgiler, bu dagilimin zamana gore degisikliklerinin saptanmasi ile de fizyolojik bilgiler
elde edilmektedir. Gerek anatomik gerekse fizyolojik bilgiler radyoniklidden yayinlanan niikleer
radyasyon nedeniyle parlamalar halinde isiga cevrilerek dedekte edilmektedir. Goruntiler
sintilasyon dedektorleri tarafindan alindigi igin yénteme “Sintigrafi” denilmektedir (http://
vimeds.ktu.edu.tr/nukleertip).

Nukleer tipta kullanilan sintigrafi ¢gekim protokolleri su basliklar altinda toplanmaktadir
(Tamgag, F., Erselcan, T., 2001).

2.7.5.1. Dinamik sintigrafi
Radyoaktif bir maddenin zaman iginde vicutta gosterdigi degisikleri saptayarak, hedef
organin fonksiyonel durumu (alikonma, birikim, konsantrasyon ve atilim sekli) hakkinda bilgi
veren goruntileme sekline “Dinamik sintigrafi’’ adi verilmektedir.
e Goruntiiniin elde edilmesi
» Radyofarmasdétigin organizmada gegirdigi agsamalar zamanin bir fonksiyonu
olarak kaydedilir.
» Birbirini takip eden zaman araliklari iginde tetkik edilen 6zelliklerine baglh olarak,
0.1 sn ile dK'lar arasinda degisen silirelerde goruntiler elde edilir.
« llgi alani (Region of interest, ROI) saptanmasi
> ligilenilen bélgenin sinirlar kullanici tarafindan elle cizilerek veya bilgisayar
yardimi ile otomatik olarak belirlenebilir.
e Zaman-aktivite grafiginin gizilmesi
» X koordinatina zaman, Y koordinatina ise dinamik serideki bir ilgi alanindan elde
edilen aktivite sayimlari konarak gizilen grafiJe zaman-aktivite grafigi, elde

edilen egriye ise zaman-aktivite egrisi elde edilir.

2.7.5.2. Statik sintigrafi
Belirli bir zaman araliginda alinan sayimlarin Ust Uste konulmasiyla goérintl elde
edilmesine “Statik sintigrafi” denmektedir. Ozellikle radyofarmasétigin viicutta gorece daha statik
(zaman-aktivite egrisinin plato dénemlerinde) oldugu durumlarda tercih edilmektedir (Kekilli, E.,
2001). Statik sintigrafi alinirken;
» Belirli bir zaman araliinda hastadan alinan bilgiler secilen matrikse kaydedilir.
» Cekim oncesi belirlenen sure zarfinda alinan sayimlar Ust Uste konularak

goruntu elde edilir.
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2.7.5.3. Tum viicut sintigrafisi

Dedektdr veya dedektorlerin vicudun uzun ekseni boyunca hareket ederek, bu
bblgelerden gecerken aktivite sayimlarini almasi prensibine dayanmaktadir. Tum vicut
taramalarinda hastanin bagindan ayakucuna kadar radyonuklidi tararlar veya hasta yatagi
kamera altinda hareket ettirilir. Kamera hareket ettikge katot i1sin tlplndeki goérinti de
senkronize bir sekilde hareket edeceginden tim vicut gorintlisiu bir tek film U(zerine
kaydedilmektedir. Tim vicut sintigrafisi, 6zellikle kemikteki metastaz aranmasinda siklikla

basvurulan bir sintigrafi ydontemidir.

2.7.5.4. Tomografik sintigrafi
a-) SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography = Tek Foton Emisyon

Bilgisayarli Tomografisi)

» Hastaya verilen radyofarmasétigin yaydigi isinlarin gama kamera ile bir ¢ok agidan
kayit edilmesi ve bunlardan vyararlanilarak tomografik kesit gorintilerinin
olusturulmasi yéntemine “SPECT” denmektedir (Tamgag, F., Erselcan, T., 2001).

» Hasta sabit olarak SPECT masasi Uzerinde yatarken, 360 derece ddnebilme
6zelligine sahip olan bir gama kamera hastanin gevresinde 180°C veya 360°C
derece donup, bu arada belli acgilarda durarak iki boyutlu planar gdruntuleri
bilgisayara kayder. Zit ydnde duran iki kamera veya u¢ bagli kamera sistemleri de
SPECT kaydi igin kullanilir. Elde edilen planar goérintiler X-isinlari tomografisine
benzer bir teknikle bilgisayar araciliiyla ti¢ boyutlu kesitler haline getirilir.

Goérantulerin - hastadan kaydedilmesi igin  ¢esitli  yontemler ve parametreler

kullaniimaktadir. Goérintlyl yiksek kalitede elde etmek icin uygun parametrelerin segilmesi
gerekmektedir. Cekimler uzun siUrdidginden ve hastanin uzun sire hareketsiz yatmasi zor
oldugundan, mimkin olan en kisa zamanda ve en uygun rezilosyonda ¢ekim yapiimalidir. Ne
kadar cok goruntl ne kadar dar acgida alinirsa o kadar iyidir. Elde edilen gorUntulerin cesitli
bilgisayar islemlerinden gegirilerek U¢ boyutlu kesitler haline getiriimesine “Rekonstriiksiyon”
adi verilmektedir.

Hastanin boyu y ekseni olarak alindijinda y eksenini kesen kesitlere transvers, x

eksenini kesen kesitlere sajital, z eksenini kesen Kkesitlere koronal (frontal) kesitler adi
verilmektedir (Gorpe, A., 1992).

b-) PET (Positron Emission Tomography = Pozitron Emisyon Tomografisi)

Pozitif beta (B*)isimasi yapan radyofarmasétiklerden yayinlanan pozitronlarin yok
olmalari sirasinda verdikleri 511 keV’lik iki gama fotonunun karsilikli iki dedektor ile es zamanl
olarak tetkiki prensibine dayanan gorintileme sekline “PET (Positron Emission Tomography

= Pozitron Emisyon Tomografisi)” adi verilmektedir (Tamgag, F., Erselcan, T., 2001). En
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cok kullanilan radyoniiklidler "°F, "'C, "0, N, #Ru ve *®Ga’ dur. Viicutta bulunan su, CO, CO,,
O,, aminoasit, glukoz ve yagd asitleri gibi yapi tasi molekilleri bu radyoniklidlerle
isaretlenmektedir. Boylece in vivo olarak gerek normal fonksiyonlarin gerekse hastaliklarin
altinda yatan biyokimyasal ve biyolojik sUreglerin arastiriimasi ve agiga cikarilmasi PET ile
saglanmaktadir. PET  gorintileme sisteminde siklotronda Uretilen radyonuklidler
kullaniimaktadir. Bu radyonuklidler ¢ok kisa yari-omurlt ve siklotron Uretiminin yapildigi yerin
hastaya ¢ok yakin olmasi gerektiginden, Uretilen maddenin ¢ok kisa bir zamanda bozunmasi ve

kameranin olduk¢a pahali olmasi sistemin maliyetini ylkseltmektedir.

Pozitron yayan tomografinin, SPECT’ten en énemli farki kullanilan radyofarmasétikler ve
bunlari algilayabilen dedektorlerin tasarimidir. PETin SPECT’e go6re Ustlnlikleri soyle
siralanmaktadir:

» Kullanilan radyofarmasétiklerin viicut kimyasi hakkinda bilgi vermesi,

» Radyonuklidlerin ¢cok kisa yari-omdurli olmasi nedeniyle bir hastada bir defada birden

fazla enjeksiyon ile cok sayida ¢ekim yapilabilmesi,

» Dabha iyi bir uzaysal ve renksel rezolisyon saglamasi,

» Goruntide daha yuksek bir kalite saglamasi,

» Alinan daha etkin ve yeterli sayimlar sonucunda sayim istatistiginin cok daha dogru

olmasi.

Klinikte PET radyonduklidleri ile beyin, timor ve miyokard reseptorleri, metabolik ajanlar,
cesitli ilaglar, proteinler ve antikorlar isaretlenebilmektedir. Onkolojideki kullanimi ise henulz
sinirlidir. Clnkd tim vicut tarayici PET kameralar dinyada sinirli sayida bulunmaktadir.
Bununla birlikte kolorektal kanserler, meme, over, akciger, beyin, prostat, lenfatik, karaciger,
kemik kanserlerinde ve Hodgkin hastaliginda timorun perflizyonunun, metabolizmasinin
incelenmesinde, evrelendirme ve tedavinin degerlendiriimesindeki yeri hakkinda yapilan cegitli
galismalar bulunmaktadir (Gorpe, A., 1992).

2.7.6. Aktivite

Bir maddenin tasidigi radyoaktivite miktari aktiflik birimleri ile ifade edilmektedir. Aktiflik
birimleri ise radyoaktif maddenin miktari ve aktifligi ile iliskilendiriimektedir. Radyoaktif bir
maddenin birim zamanda bozunan tanecik sayisina o maddenin “Aktifligi” ya da “Radyoaktif
Bozunma Hizi” denmektedir. Aktiflik birimleri olarak Curie(Ci) ve Becquerel (Bq) buyuklikleri
kullaniimaktadir.

» Curie (Ci) : Radyoaktivitenin kesfedilme vyillarinda tonlarca Uranyum filizinden
miligram mertebesindeki Radyum elementini ayirmayr basaran ve radyoaktif
maddelerle ilgili olarak son derece 6nemli ¢alismalar yapan Fransiz Bayan Curie ve

esi Bay Curie’nin isimlerine atfen verilen bu isim, kisaca (Ci) olarak gosterilmekte ve
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Tarkcede “Kiir” olarak telafuz edilmektedir. 1 s iginde 3.7x10"° tane atomu bozunan
radyoaktif bir maddenin radyoaktivitesine “1 Ci” denmektedir. 1 g #°Ra’un sahip

226Ra’un 1

oldugu radyoaktivite miktari 3.7x10" ‘dur. Bu ise yarli-omri 1602 yil olan
grami icinde 1 s’de 3.7x10"° tane atom bozundugu anlamina gelmektedir. Ci oldukga

blylk bir radyoaktivite birimi oldugu igin, Ci'nin alt katlari kullaniimaktadir.

e 1 mCi (milikiiri) :10° Ci
e 1uCi (mikrokiri) : 10° Ci
e 1nCi (nanokiiri) : 10® Ci
e 1pCi (pikokiri) :10"2 Ci

> Becquerel (Bq) :. Radyoaktivitenin kasiflerinden Fransiz fizikgi, Antoine Henri
Becquerel'in (15 Aralik 1852 - 25 Agustos 1908) radyoaktivite ¢alismalarina olan
katkilarindan dolayr kendi ismine atfen kullanilan bir radyoaktivite birimi olan
Becquerel (Bq), Curie (Ci) ‘ye gore daha kuglk bir radyoaktivite birimi oldugu igin,
glinimizde Sl (Standart International) birim sisteminde tercihen kullanilan bir
blayUkliktar. Turkge'de “Bekérel” olarak telaffuz edilmektedir. 1 s’lik bir siire igerisinde
1 adet bozunma yapan radyoakif bir maddenin radyoaktivitesine “1 Bq” denmektedir.
Ci'ye gore 3.7x10'° kez daha kiigiik bir bilyiiklik oldugundan dolayi genellikle Bq ‘in

ust katlari kullaniimaktadir.

e 1KBq (kilobekorel) 10° Bq
e 1 MBq (megabekorel) :10°Bq
e 1GBq (jigabekorel)  :10°Bgq

Bekorel ve Kuri blylkltkleri arasindaki cevrim faktorleri asagidaki gibi ifade edilmektedir

(Unak, T., 2007).

1Ci =3.7x10" Bq
e 1mCi =3.7x10" Bq
e 1uCi =3.7x10"Bq
e 1nCi =370Bq

e 1pCi =0.37Bq

e 1Bgq =27x10""Ci
e 1KBq =2.7x10%Ci
e 1MBg =2.7x10°Ci
e 1GBg =27x10°Ci
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2.7.6.1. Spesifik aktivite

Radyoaktif bir maddenin birim hacim ya da birim kutle basina disen aktivitesine o
maddenin “Spesifik aktivitesi” denmektedir. Spesifik aktivite mCi/g ya da mCi/mL birimleri ile
veya mBq/g ya da mBg/mL birimleri gosteriimektedir (Cantez, S., Gorpe, A., 1992).

Spesifik aktivitenin distk olmasi durumunda, ortamdaki radyoaktif olmayan atom miktari
fazla olacagi igin, sdzkonusu atomlar isaretleme sirasinda radyoaktif atomlarla yarismaya
girerek isaretleme veriminin dismesine neden olurlar. Diger taraftan spesifik aktivitenin yliksek

olmasi radyoliz ve istenmeyen kirliliklerin olusmasina yol agar (Tamgag, F., Erselcan, T., 2001).

2.7.7. Biyodagilhm

Yeni gelistirilen bir radyofarmasétigin - biyolojik davranisinin  deney hayvanlari
kullanilarak incelenmesine “Biyodagilim” denmektedir. Radyofarmasoétigin  organlardaki
lokalizasyonu, deney hayvanlar lizerinde otoradyografi veya diseksiyon yoluyla zamana bagl
olarak birikime ve bosaltim performansina (clearance) gore degerlendiriimektedir. Boylelikle
radyofarmasétigin, incelenmesi istenen organ veya bélgeye giden orani bulunmaktadir. ideal bir
radyofarmasétigin timor dokusundaki konsantrasyonu (tumoér tutulum orani) yiksek olmaldir
(Tamgag, F., Erselcan, T., 2001). Hedef organ veya bdlge ile civarindaki dokular arasindaki
lokalizasyon ne kadar farkh olursa sintigrafideki ayrim o 6l¢ide iyi oimaktadir (Silva et al., 2001;
Enginar, H., 2002). Hedef organ veya bdlge ile civar dokulardaki lokalizasyon sirasinda fark
yoksa veya bu fark kiglkse, incelenmesi istenen hedef sintigrafik olarak ayirt edilemeyecektir.
Bundan dolayi, biyodagihm calismalarinin degerlendiriimesinde 6éncelikle olasi hedef organlar
belirlenerek, olasi hedef organlarin referans organlara olan oranlari irdelenmektedir. S6z konusu
oran ne kadar blylkse tasarlanan radyofarmasétigin o organa olan spesifikligi de o denli
artacaktir.

Radyofarmasétiklerin deney hayvanlarindaki dagdihmi ve biyolojik davraniglarindan
yararlanarak, vicudun belirli bir organ veya bdlgeleri icin biyolojik yari-6murler tayin
edilmektedir. Radyofarmasétigin  biyolojik davranisi ve radyoniklidin fiziksel 6zelliklerinden
faydalanarak vicudun butiinine ve kritik organlara verilen radyasyon dozu belirlenmektedir
(Enginar, H., 2002).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Kullanilan kimyasallar ve cihazlar
3.1.1. Kullanilan kimyasallar
e Bleomycin suilfat (Blenoxane) (Merck),
e Sodyum perteknatat (Na *™TcO,) (Monrol A.S.),
e  Sodyum klorir dihidrat (SnCl,.2H,0) (Merck),
e Asetonitril (Merck),
e Aseton (CH3;0OCHj3) (Merck),
¢ Amonyum asetat (NaCH;COO) (Merck),
e Kloroform (CHCI3 ) (Merck),
e Etanol (C,HsOH) (Merck),
e Metanol (CH3OH) (Merck),
e n—oktanol (Merck),
e pH=7tamponu (Merck),
e Sitrat tamponu (pH = 6,6) (Merck),
e Sitrik asit monohidrat (CgHgO7.H,O) (Merck),
e Metil Etil Keton (MEK) (C4HsO) (Merck),
¢ Dipotasyum hidrojenfosfat (K;HPO,) (Merck),
e Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4) (Merck),
e Serum fizyolojik (SF) (% 0,9 NaCl ¢ozeltisi),
e  Amonyum hidroksit (NH, OH) (Merck),
e n-bitanol (C4HyOH) (Merck),
e Asetik asit (CH;COOH) (Merck),
e izopropil alkol (C3HgO) (Merck),
e  Glukoheptonat (C;H3NaQOg.2 H,O) (Merck),
e Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (Kati-NaOH) (Merck),
o Hidroklorik asit ¢ozeltisi (%97’lik HCI) (Merck),
e Amonyak ¢ozeltisi (%98’lik NH3) (Merck),
e ITLC-SG (Merck-5554),
e ITLC-SG (Merck-5565),
e Deterjanl ¢ozelti,
e Deiyonize su (H,0),
e Sodyum hipoklorit ¢dzeltisi (NaOCIl) (Merck),
e UDPGA enzimi (Uridin Difosfat Glukoronik Asit),
e Asit- Sitrat-Dekstroz Coézeltisi (ACD) (Eczacibasi/Baxter).
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3.1.2. Kullanilan cihazlar

RAD-501 Cd (Te) tek kanalli sayim sistemi (E. U. Nikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dali ve C. B. U. Nikleer Tip Anabilim Dali), HPLC Shimadzu (LC-10 Atvp
kuarterner pompall, SPD-10AV UV dedektérli, FRC-10A franksiyonlama kolektori) (E. U.
Nukleer Bilimler Enstitlisti, Nukleer Uygulamalar Anabilim Dali), TLC scanner cihazi (Bioscan
2000) (E. U. Nikleer Bilimler Enstitiisti, Niikleer Uygulamalari Anabilim Dali), santriflij cihazi
(Hettich Rotina 38R Sogutmali Santrifiij) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dali), Sirkllasyonlu su banyosu (Nive-BM 30), Etiv (Nive — FN 400), pH-metre
(Merck).

3.2. BLMG’in enzimatik yontemle sentezi

6 mM CaCl,, 10mM UDPGA ve 1mM DTT igceren 50 mM Tris-tamponunun (pH = 8)
5 mL’sine, protein degeri saptanmis olan mikrozomal enzimden 119 uL (1.5 mg protein) ilave
edilmis ve bu karigim 10 dk 37°C’de su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. 10 dk’'nin
sonunda karigima 500 pL (0.5 mg) BLM ilave edilmis ve tepkime ayni sicaklikta 18 saat inklibe
edilmistir. Bu islemden sonra tepkime karisimina 300 yL asetonitril ilave edilmis ve karisim 5200
rom de 10 dk boyunca santrifijlenmistir (Biber et al., 2004; Avcibasi et al., 2008). Bu slrenin
sonunda supernatant iginde sentezlenmis olan BLMG’in (500 ug/5.7 mL) tepkime verimi HPLC

cihazinda pik alanlarinin orani g6z éniine alinarak hesaplanmistir.

3.3. Kullanilan ¢ozeltiler
3.3.1. Kalay kloriir ¢gozeltisi

0,0011 g SnCl,.2H,0 tartildiktan sonra hacmi suyla 1 mL (1000 pL )ye tamamlanmigtir.
Bdylece 0.0011mg/1 mL SnCl, ¢bzeltisi hazirlanmistir.

3.3.2. BLM ¢ozeltisinin hazirlanmasi
1.0 mg BLM, 1 mL (1000 pL)' lik bir ependorf'a konularak, 1.0 mg/1 mL’ lik sulu BLM stok

¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.4. isaretleme galismalari
3.4.1. ®™Tc-BLM kompleksine ait isaretleme galismasi

40 pL (10 pg) BLM c¢dzeltisine 50 pL (50 pg) SnCl, ¢ozeltisi eklenmis ve karisim 0,1 M
NH; ile pH=6’ya ayarlanmistir. Ardindan karisimdan 5 dk slreyle Ar gazi gegcirilmis ve bu

stirenin sonunda karisima 30 pL (1.8 mCi/6,7x10” Bq) *™TcO, ilave edilerek karisimdan 2 dk
daha Ar gazi gegcirilmistir. Karisim yaklasik 30 dk boyunca oda sicakliginda inkibasyona

99m

birakilmis ve bu stirenin sonunda 67 MBqg/30uL *""Tc-BLM kompleksi hazirlanmistir.
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3.4.2. " T¢c-BLMG kompleksine ait isaretleme galismasi

290 pL (50 pg) BLMG gozeltisine 50 uL (50 ug) SnCl, ¢ozeltisi eklenmis ve karigim 0,1M
HCI ile pH=7'ye ayarlanmistir. Daha sonra karisimdan 5 dk sureyle Ar gazi gegirilmis ve bu
surenin sonunda karigima 120 pL (2.0 mCi/ 7,4x10’ Bq) ¥"TcO, ilave edilerek, karisimdan 2 dk

daha Ar gazi gegcirilmistir. Karisim 30 dk boyunca oda sicakhdinda inkiibasyona birakilmis ve bu
surenin sonunda 74 MBq/120 uL’ lik ¥mTe-BLMG isaretli bilesigi elde edilmistir.

3.5. Kromatografi
3.5.1. HPLC c¢aligmasi

HPLC g¢alismalarinda disik basingh LC-10 Atvp dortli pompa ve (SPD-10AV) UV
dedektoriine sahip olan Shimadzu marka HPLC cihazi kullaniimistir. Calismada inaktif BLM ve
BLMG icin saglanan optimum kromatografik kosullar ve bunlara iligkin elde edilen

kromatogramlar 4. bélimde ayrintili olarak verilmistir.

3.6. Kalite kontrol ¢caligmalari
3.6.1. TLRC caligsmasi

TLRC caligmalarinda 1.5x10 cm’lik pargalara ayriimis silika kapli TLC tabakalari (Merck
5554) kullanilmigtir. Tabakalarin tabanindan 0.5 cm yukarisina isaretli ¢ozeltiler kapiler
yardimiyla damlatiimis ve damlatilan érnekler tabaka Uzerinde kuruduktan sonra agzi kapal
olan TLC tanklarina (Sigma) uygulama noktasi degmeyecek sekilde konulmustur. Cozgen,
tabaka Uzerinde tepe noktasinin yaklasik 1-2 cm asagisina kadar yuridikten sonra TLC
tabakalari tank icinden cikarilip oda sicakhginda kurutulmus ve kontaminasyonu 6nlemek igin
Uzeri izolobantla kaplanmis (Biber et el.,, 2008; Ertay et al., 2001) ve sayimlar Sekil 3.1'de

gosterilen TLC scanner kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1. TLRC calismalarinda kullanilan TLC Scanner cihazi (Bioscan 2000)
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Radyoaktif maddenin tasindigi mesafe ¢6zlicinin ilerledigi mesafeye bdlinerek R¢
degerleri tespit edilmis ve Sayim (cps)-kat edilen mesafe dederleri grafie gecirilerek TLRC
kromatogramlari elde edilmigtir. Baglanma verimleri pik alaninin sayimi toplam sayima
bélunerek hesaplanmistir. Kalite kontrol calismalarinda isaretli bilesiklerin baglanma verimleri
(n=5) ol¢limistir. Kalite kontrol calismalarinda BLM ve BLMG’e ait baglanma verimleri sirasiyla
ACD (Asit-Sitrat-Dekstroz) ve deterjanli banyo sistemleri kullanilarak ol¢timustir. Bu olgimlere

ait sonuglar 4.bélimdeki Sonuglar kisminda ayrintili olarak verilmistir.
3.7. Lipofilite galigmalari

Bu calismada 9™ Te-BLM ve *™Tc -BLMG 6rneklerinin lipofilite degerleri deneysel olarak
tayin edilmigtir. Bunun icin isaretli bilesigin100 pL’si, icerisinde 300 uyL n-oktanol ve 300 pL
pH= 7 tampon c¢Ozeltileri bulunan karisima ilave edilmis ve karisim 15 dk oda sicakhidinda
vortekslendikten sonra, 2500 rpm de 30 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasinda alt faz (su) ve
Ust faz (oktanol) ayrilarak aktiviteleri Cd(Te) dedektorli RAD501 tek kanalli sayim sisteminde

sayillmig ve 5‘:“‘-“ orani ile logP degerleri hesaplanmistir. Ayni islemler Uger kez tekrarlanmig

'3

ve elde edilen deneysel ve teorik sonuglar Cizelge 6’da verilmigtir.
3.8. insan kan serumundaki stabilite galigmalar

isaretli bilesiklerin (gngc-BLM ve ggmTc-BLMG) insan kan serumundaki kararliliklari
asagidaki gibi Slciilmistiir; sirasiyla 60 pL (5 pg), 33.5 MBq (~905 uCi) *"Tc-BLM; 230 uL
(25 pg) ve 25 MBq (675 uCi) 9MTc-BLMG gozeltileri 1uL insan kan serumuna ilave edilmis ve bu
karigimlar 37°C’de 24 saat boyunca inklibe edilmistir. Sirasi ile her bir érnekten 0., 30., 60., 180.
ve 1440 dklarda 0.05 mlL’lik ornekler alinarak, TLRC yontemi ile baglanma verimleri
hesaplanmistir. Her bir isaretli bilesigin stabilite ¢aligmalari tger kez tekrarlanmis olup, buna

iliskin sonuclar sirasiyla Cizelge 7 ve Cizelge 8’de verilmistir.

3.9. Erkek Albino Wistar siganlar lizerinde yapilan biyodagilim ¢aligsmalan
3.9.1. ™ Tc-BLM’ye ait biyodagilim galismalari

M Te-BLMnin biyodagilim g¢alismalarinda 9 tane erkek Albino Wistar sigan kullaniimistir.

Biyodagilim ¢alismalarindan énce, BLM'nin 99m

Tc ile isaretlenmesine iligkin en yiksek baglanma
veriminin elde edildigi isaretleme galismasi yapilmistir. Bunun igin; 25uL (25 ug) BLM ¢ozeltisi,
25 pL (25 pg) SnCl,.2H,O cozeltisiyle kanstirlmistir. Karisimin pH'it 5’e ayarlanmis ve
karisimdan 5 dk slreyle Ar gazi gegirilmistir. Bu slrenin sonunda karisima 660 pL

(10 mCi/3,7x108 Bq) *TcO, ilave edilerek, karisimdan 2 dk daha Ar gazi gegirilmistir.
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Daha sonra karisim oda sicakliginda 30 dk boyunca inkubasyona birakilmigtir. Bu slrenin
sonunda 370 MBq/660 uL *™Tc ile isaretli 710 pL (25 pg) 9MTe-BLM cozeltisi elde edilmistir.
Her sigana kuyruk veninden olmak tzere 0.1 mL (4ug) M Te-BLM enjekte edilmistir.

Enjeksiyon 6ncesinde ve sonrasinda 10’dan 18’e kadar numaralandiriimis olan enjektor
aktiviteleri, RAD 501 tek-kanalli Cd (Te) dedektériiyle sayilmistir. Siganlar 30.,120. ve 240.dK’lar
sonunda, yogun eter ortaminda sakrifiye edilerek g¢ikarilan organlar, 6nceden daralari alinan
kiiglik kaplar icine konulmustur. Once her bir organa ait tartim degeri, daha sonra aktivite
degerleri Cd (Te) dedektoérl ile iki kez sayllmis ve her bir organ i¢cin gram basina diusen %doz
degerleri (% D/ g) hesaplanmistir. Her bir zaman noktasi i¢in 3’er adet hayvan kullaniimistir. Bu

veriler kullanilarak Excel programinda zamana karsi biyodagilim grafikleri elde edilmistir.

3.9.2. " Tc-BLMG’e ait biyodagilim galismalari

M Te-BLMG'in biyodagilim ¢alismalarinda 9 tane erkek Albino Wistar sigcan kullaniimistir.
Biyodagilim ¢aligmalarindan 6énce, BLMG’ nin 9MTe le isaretlenmesine iliskin en ylksek
baglanma verimli radyokompleksin elde edilmesine iliskin deneyler yapilmistir. Bunun igin,
570 pL (50 pg) BLMG ¢dzeltisi, 50 pyL (50 pg) SnCl,.2H,0 ¢ozeltisiyle karistiriimistir. Karisimin

pH’1 HCl ile 7’ye ayarlanmis ve karisimdan 5 dk sireyle Ar gazi gegirilmistir. Bu stirenin sonunda
karisima 660 uL (10 mCi / 3,7x10° Bq) *™TcO, ilave edilerek, karisimdan 2 dk daha Ar gazi
gecirilmistir. Daha sonra karisim oda sicakliginda 30 dk boyunca inkibasyona birakiimistir. Bu
stirenin sonunda 370 MBq/660 pL *™Tc ile isaretli 760 pL (50 pg) *"Tc-BLMG kompleksi elde
edilmistir. Her sicana kuyruk veninden (6.6 pg) 0.1 mL *"Tc-BLMG enjekte edilmistir. Bu
asamadan sonra 3.9 kisminda anlatilan islemler yapilarak zamana kars! biyodagihm grafikleri

elde edilmistir.

3.10. Erkek Albino tavsanlar lizerinde yapilan sintigrafi calismalari

¥"Tc ile isaretlenerek elde edilen *™Tc-BLM ve *Tc-BLMG bilesiklerinin terapik
dozunun tim vicut icindeki lokalizasyonunu gdzlemleyebilmek igin, sintigrafi ¢alismalari
yapilmistir. Calismalar C. B. U. Tip Fakiiltesi Niikleer Tip Anabilim Dal’'nda GE Infinia cift bagl
gama kamera (Hacarmal, Tirat, Israel) kullanilarak gergeklestiriimistir.

¥"Te-BLM ve ®™Tc-BLMG bilesikleri tavsanlara enjekte edilmeden once, ketamin-
ksilazin (Asikoglu et al., 2009) anestezik karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisim
tavsanlara enjekte edilip hayvanlar uyutulduktan sonra, isaretli bilesikler ortalama agirlig
2,5-3 kg arasinda degisen ve bir tutucu Uzerine sirt Gstl bagli olarak yerlestirilen iki adet erkek
Albino tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilerek, isaretli bilesiklere ait sintigrafiler belirli
sireler sonunda alinmistir. ilk sintigrafi 30. dk’'da hem statik hem de dinamik olarak alinmis,
diger sintigrafiler ise 120. ve 240. dk'dan sonra sadece statik olarak alinmistir. Dinamik

gérantuler 60 s’lik 30’ar tane halinde, statik goruntiler ise 650 count’luk sayimlar sonunda elde
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edilmigtir. Sintigrafik calismalardan elde edilen gdérintiler ve bunlara iligkin tartismalar 4.
bélimde yer almaktadir.

3.11. istatistiksel analizler

Biyodagilim sonucu elde edilen verilerin, istatistiksel Varyans analizleri ve Pearson
korelasyonu, SPSS 13 yazilim programi kullanilarak degerlendirilmistir. Hedef organlarin gram
basina disen aktivite degerleri hesaplandiktan sonra, *"Tc ile isaretli “"Tc-BLM ve
9T BLMG bilesikleriyle hedef organlar arasindaki iliskileri Pearson Korelasyonu uygulanarak

%95’lik guven araliginda degerlendirilmistir. Buna iligkin sonuglar 4. bélimde verilmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1.inaktif bilegenler (BLM ve BLMG) igin kullanilan kromatografik yéntem ve sonuglan

4.1.1.BLM ve BLMG’e ait HPLC sonuglar
BLM ve BLMG kullanilarak yapilan HPLC galismalarinda kullanilan kromatografik kosullar

ve elde edilen kromatogramlar sirasiyla Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 ve 4.2'de verilmistir.

Cizelge 4.1. HPLC ydnteminde uygulanan kromatografik kosullar

Kolon EC 250/ 4,6 NUCLEODUR 100 — 5 C18 ( 250 x4,6 mm 1.D.) Analitik Kolon
(Macherey-Nagel)

Akis hizi 1 mL/dk

Dalga boyu 260 nm

Mobil faz 25°C

Sicakhk %100 Amonyum asetat tamponu (10mM)

1 |
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= I
g “ “‘(\\ N
TAYA
] ©of 7|
s & w0
] Y \ I\
0,0 ,\__;,ﬁ,,,,-,,,,\W//E s ) e~ -
] o
T T T T
2 8 10
zaman (dk)
Sekil 4.1. BLM’e ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.2. BLMG’e ait HPLC kromatogrami
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Yapilan HPLC c¢alismalarindan elde edilen kromatogramlarin timi 260 nm’de UV
dedektoru kullanilarak elde edilmigtir. BLM ve BLMG’e ait alikonma sureleri (R) sirasiyla 2.66 dk
ve 3.14 dk olarak belirlenmistir. R; slirelerinin birbirinden farkli olmasi, BLMG'’in enzimatik olarak

basariyla sentezlendigini desteklemektedir.

4.2. ®"Tcile isaretli bilesiklerin kalite kontrol galigsmalari
4.2.1. TLRC sonuglan

TLRC calismalarinda kullanilan banyolar Cizelge 4.2'de verilmektedir. isaretli bilesiklere
(*™Tc-BLM ve *™Tc-BLMG) ve radyoaktif bilesenlere [*™Tc*” ve indirgenmis-Tc (*"Tc** )] ait
R¢degerleri ve radyokromatogramlar ise sirasiyla Cizelge 4.2, 4.3, 4.4 ve Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4,
4.5 ve 4.6'da verilmistir.

Cizelge 4.2. Kalite kontrol ¢galismalarinda kullanilan TLRC banyolari

TLRC-1 Asit-Sitrat-Dekstroz (ACD) (%100)
TLRC-2 Deterjanli Banyo (DT) (%100)
TLRC-3 Etanol (%100)

TLRC-4 Aseton (%100)

TLRC-5 Kloroform (%100)

Cizelge 4.3. %MTc-BLM ve radyoaktif bilesenlerine ait Ry degerleri

Ry
Banyo TLC Tiiri PMTc-BLM P P
TLRC-1 Silikajel 0,026 0,924 0,919
TLRC-2 Silikajel 0,027 0,027 0,725
TLRC-3 Silikajel 0,024 0,024 0,838
TLRC-4 Silikajel 0,014 0,014 0,953
TLRC-5 Silikajel 0,027 0,027 0,049
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Cizelge 4.4. #¥MTc-BLMG ve radyoaktif bilegenlerine ait Ry degerleri

R¢
Banyo Cozeltisi TLRC Turi *"Tc-BLMG ST SO o7
TLRC-1 Selilloz 0,942 0,942 0,720
TLRC-2 Selilloz 0,754 0,027 0,720
TLRC-3 Selilloz 0,837 0,837 0,823
TLRC-4 Selilloz 0,968 0,968 0,987
TLRC-5 Selilloz 0,024 0,024 0,047

Cizelge 4.3 de verilen R¢degerleri incelendiginde TLRC-2, TLRC-3, TLRC-4 ve TLRC-5
banyolarinda 9" Tc-BLM ve *"Tc*e ait Ry degerlerinin birbirleriyle ¢akistiklari ve bu banyolarin
™ Te-BLM nin kullanildi§i1 radyokromatografik ¢alismalar igin uygun olmadigina karar verilmigtir.
TLRC-1 banyosunda ise isaretli bilesiklerin ve radyoaktif bilesenlerin R; degerlerinin birbirinden
farkli oldugu gorilmis ve bdylece ayirma ¢alismalarinda bu banyo sisteminin kullaniimasi uygun
goralmastdar.

Cizelge 4.4’te verilen R¢ degerleri dikkate alindginda TLRC-1, TLRC-3, TLRC-4 ve
TLRC-5 banyolarinda PMTe-BLMG ve P™Tc*"e ait R degerlerinin birbirleriyle ¢akistiklar
g6rulmektedir. Bundan dolayi bu banyolarda isaretli bilesik ve radyoaktif bilesen adina piksel bir
ayrim saglanamadidi sdylenebilir. Bunlara ait pikler Ust Uste cakistigi icin bu banyolarin

M Tc-BLMG'in radyokromatografik calismalarinda kullaniimalarinin uygun olmadigina karar

99 99 4y an
m ™Tc*lin

verilmistir. TLRC-2 banyosunda ise, Tc-BLMG bilesiginin  yuradiga halde
yuramedigi tespit edilmis ve ayni zamanda ¥MTc-BLMG'in %100 baglanma verimli bir pike sahip
oldugu gorulmustir. Hem isaretli bilesik ile bilesenler arasindaki piksel ayrimin c¢ok iyi
saglanmasi hem de baglanma veriminin %100’e yakin bir degerle elde edilmesi uygun
olabilecek banyo adina aranilan bir durumdur. Tim bu sartlar TLRC-2 banyosunda saglandigi
icin, TLRC-2 banyosu *"Tc-BLMG adina en uygun banyo sistemi olarak belirlenmis ve bundan
sonra *™Tc-BLMG kullanilarak yapilacak olan tim TLRC c¢alismalarinda bu banyonun
kullanilmasina karar verilmigtir.

TLRC kromatogramlarindan yararlanarak isaretli bilesige iligskin pikin toplam alanina
kargsi gelen sayimlarin, toplam sayima bdlinmesiyle isaretli bilesigin baglanma verimi
hesaplanmistir. Baglanma verimi 7 deneyin (n=7) ortalamasi alinarak ¥m™Te-BLM ve

9MTc-BLMG igin sirasiyla %99+0.2 ve %99+0.8 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6. 99mTe-BLM nin TLRC-1 banyosu kullanilarak elde edilen radyokromatogrami
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4.3. n-Oktanol / Su Orani (Lipofilite) sonuglari
¥"Te-BLM ve ®™Tc-BLMG'in deneysel LogP degerleri sirasiyla -0,730,23 ve 0,42+0,30
(n=3) olarak hesaplanmistir. BLM’nin teorik lipofilite degeri ise ALOGPS programi kullanilarak

-0,52 olarak verilmistir (http://www.drugbank.com). Teorik olarak, yilkstz bilesiklerin LogP

99m

degerleri hesaplandidi i¢in yikli formdaki Tc-BLMG'e ait lipofilite degeri ilgili program

tarafindan hesaplanamamistir (Biber et al., 2008).

Cizelge 4.5te ®"Tc-BLM ve *"Tc-BLMG’e ait deneysel ve teorik lipofilite degerleri

99m

verilmistir. Bu degerler incelendiginde, ™ Tc-BLM’nin deneysel olarak bulunan lipofilite degerinin

BLM icin bulunan lipofilite degerine goére, standart sapma sinirlari igerisinde yaklasik olarak esit
oldugu gorulmektedir. BLM'nin 9MTe le konjugasyonu sonucunda olugan %MTc-BLM
radyokompleksinin lipofilite degerinin, BLM bilesiginin lipofilite degerinden daha kiigiik oldugu

bulunmustur. Ote yandan, %"

99m

Tc-BLMG’e ait deneysel lipofilite degerinin gerek BLM gerekse
Tc-BLM'inkinden oldukca farkli oldugu saptanmistir. isaretleme (riinlerinden biri olan
9MTc-BLM'nin lipofilite degeri, *"Tc-BLMG’e gére daha kiiglik oldugu igin, *™Tc-BLM
radyokompleksi kan-beyin bariyerinden gegemezken, ¥MTe-BLMG'in kan-beyin bariyerinden
gecebilecegi sdylenebilir. Bluylk lipofilite dederlerine sahip bilesiklerin kan-beyin bariyerini
agabilecekleri rapor edilmektedir (Gulyaeva et al., 2003).

Unak ve arkadaglari yaptiklari bir calismada M TC-GHA'IN (gngc ile isaretli
glukoheptonat) lipofilitesini **™Tc-GHG'kinden (**™Tc ile isaretli glukoheptonat guanin) daha

biiyiik olarak bulmuslar ve bu durumu *™

Tc’'un GHA'In yapisindaki OH- gruplari ile olan
konjugasyonuyla agiklamiglardir (Ertay et al., 2007). Uzerinde ¢alistigimiz BLMG radyobilesigi,
glukuronik asit yapisinda ¢ok sayida OH- grubu tasimaktadir. Bu noktadan yola c¢ikarak,
9MTc-BLMG kompleksinde, OH- gruplari ile 9"MT¢ arasindaki konjugasyon nedeniyle lipofilitenin

99m

artmis olabilecegi dusunilmektedir. Bu bilgilerin 1s1§inda, Tc-BLMG'in beyin tumérlerinin

tedavisi igin uygun bir radyofarmasoétik olarak kullanilabilecedi sGylenebilir.

Cizelge 4.5. inaktif ve isaretli bilesiklerin teorik ve deneysel LOGP degerleri

Bilesik Teorik LOGP Deneysel LOGP
BLM -0,52 -
PMTc-BLM - -0,73%0,23
BLMG - -
PMTc-BLMG - 0,42+0,30
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4.4. Serumda stabilite sonuglari

9"TcBLM ve *"Tc-BLMG'in % Baglanma verimi-zaman degisimine ait grafikleri
siraslyla Sekil 4.7 ve Sekil 4.8'de, bu calismalara ait tablo degerleri ise sirasiyla Cizelge 4.6 ve
4.7'de verilmistir. *™Tc-BLM ve ®™Tc-BLMG'in 37°C’de insan kan serumundaki stabilitelerinin
incelenmesinde, ACD c¢ozeltisi kullanilarak yapilan ince tabaka kromatografisi sonuglarina goére
™ Te-BLM'nin incelenen tiim zaman noktalarindaki (0., 30., 60., 180. ve 1440.dk) kararliliklar
sirasiyla %100, %100, %100, %100 ve %100 olarak bulunmustur. Ote yandan, M Te-BLMG'in
ise ayni zaman noktalarindaki kararliliklari sirasiyla; %100, %98.9, %97.9, %96.9 ve %69.2

99m

olarak belirlenmistir. Bu bulgularin 1siginda, ™ Tc-BLM’nin 24 boyunca kararligini korudugu ve

9™ Tc-BLMG'in ise 0. ve 180.dK'lar arasinda kararliligini yiiksek oranda

ayrismadan kalabildigi,
korudugu ancak 3.saatten sonra bozunmaya basladi§i belirlenmigtir. 24 saat sonunda
M Tc-BLMG bilesiginin yaklasik olarak %30.8'inin bozundugu goérilmustur. Sonug olarak, her iki

bilesigin insan kan serumunda yuksek oranda kararli kaldigi saptanmistir.

Cizelge 4.6. ™ Tc-BLM'nin insan kan serumundaki stabilite sonuglari

Banyo Cozeltisi % Baglanma Verimi Sare (dk)
100 0
100 30
Asit-Sitrat-Dekstroz (ACD) 100 60
100 180
100 1440
9MTc-BLM
100
% 80 -
2 60 -
g
& 40 -
g
< 20 A
0
0. 30. 60. 180. 1440.
zaman (dk)

Sekil 4.9. 9™ Tc-BLM'nin insan kan serumundaki stabilitesi
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Cizelge 4.7. ¥MTc-BLMG'in insan kan serumundaki stabilite sonuglari

Banyo Cozeltisi % Baglanma Verimi Sdre (dk)
100 0
98.9 30
Deterjanli Banyo 97.9 60
96.9 180
69.2 1440
¥MTc-BLMG
100 J_ J_ J_

£ | I

= 80 -|—

s 60 i

m .

1S

S

o 40 -

@

o 20

>

0
0. 30. 60. 180. 1440.

zaman(dk)

Sekil 4.10. ¥mTe-BLMG'in insan kan serumundaki stabilitesi

4.5. ®"Tc-BLM ve ®™Tc-BLMG’e ait biyodagilim sonuglari

¥"Te-BLM ve *™Tc-BLMG’e ait biyodagiim calismalarinda agirliklari 300-450 g
arasinda degisen Albino Wistar cinsi erkek siganlar kullaniimistir. Biyodagilim ¢alismalar isaretli
bilesiklerin enjeksiyonunu takip eden 30., 120. ve 240. dK'lar igin degerlendirilmistir. Her bir
zaman noktasi igin 3’er adet sigan kullaniimis ve hedef organlardaki biyodagilim sonuglari bu ¢
Olgimlin (n=3) ortalamasi olarak alinmigtir. P"Te-BLM ve *"Tc-BLMG'e ait biyodagilim
sonuglari Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9'da ve zamana karg! alinan gram doku basina aktivite

degerleri (%D / g) ise sirasiyla Sekil 4.9 ve 4.15 de verilmistir.
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Cizelge 4.8. ™ Tc-BLM bilesiginin siganlara enjeksiyonundan sonra gegen 30.,120. ve 240. dk

sonunda sigandan alinan farkli organlara ait % ID/g (organ) degerleri

Organlar % ID/g (Organ) % ID/g (Organ) % ID/g (Organ)
30. dk 120. dk 240. dk
Kalp 0.10+0.01 0.02+0.01 0.02+0.01
Akciger 0.05+0.01 0.06+0.01 0.04+0.02
Karaciger 0.54+0.34 0.58+0.43 0.60+0.57
Bobrek 0.02+0.01 0.03+0.02 0.02+0.01
ince barsak 0.02+0.01 0.04+0.01 0.02+0.01
Kalin barsak 0.02+0.01 0.02+0.01 0.03+0.02
Mide 0.02+0.01 0.14+0.12 0.04+0.01
Dalak 0.08+0.01 0.17+0.11 0.16+0.13
Pankreas 0.04+0.02 0.02+0.01 0.03+0.02
Kas 0.04+0.03 0.02+0.01 0.02+0.01
Bas 0.02+0.01 0.02+0.01 0.02+0.01
Yag 0.02+0.01 0.05+0.02 0.02+0.01
Tiroid 0.04+0.03 0.13+0.11 0.08+0.06
Mesane 0.03+0.02 0.10+0.02 0.03+0.01
Kan 0.02+0.01 0.03+0.01 0.03+0.02
Testis 0.03+0.01 0.02+0.01 0.03+0.02
Prostat 0.04+0.03 0.03+0.01 0.13+0.11
Omurilik 0.09+0.05 0.15+0.10 0.19+0.14
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Sekil 4.11. M Tc.BLM bilesiginin Albino Wistar siganlardaki biyodagilimi
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Sekil 4.12. ®mTe-BLM bilesiginin secilmis bazi organlarda hedef organ/kan oranlari
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Sekil 4.13. ¥mTe-BLM bilesiginin secilmis bazi organlarda hedef organ/kas oranlari



9" Tc.BLM bilesiginin siganlar Gzerindeki biyodagilim calismalari degerlendirildiginde

karaciger, dalak ve omurilik hedef organlar olarak gérilmektedir. isaretli bilegige ait biyodagilim
calismalari sonucunda 30.,120. ve 240.dakikalarda elde edilen % ID/g (organ) verilerine gore
s6z konusu organlara ait aktiviteler sirasiyla (0.54+0.34, 0.58+0. 43, 0.60+0.57), (0.08+0.01,
0.17£0.11, 0.16£0.13) ve (0.09+0.05, 0.15+0.10, 0.19+0.14)'dur.
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Sekil 4.14. ®“™Tc-BLM bilesiginin karaciger dokusundaki % ID/g degerinin hedef olmayan(kan ve

kas) organlara orani

Sekil 4.14 M Te-BLM isaretli bilesiginin karaciger/kas ve karaciger/kan oranlarini
gOstermektedir. Bu sekil incelendiginde, 30., 120. ve 240. dK'lardaki karaciger/kas oranlari
siraslyla sirasiyla 0, 60 ve 200°ddr. 120. dk’daki aktivite orani 30.dk’ya gore 60 kat artarken, 240.
dk’da ise bu oran 120. dk'ya gore 3.3 kat artmistir. Karaciger/kas orani 240. dk’da en yliksek
degerine ulagsmistir. Karaciger/kan oranlarina ait aktivite oranlarina bakildiginda ise, 30., 120. ve
240.dK’'lardaki degerleri sirasiyla 0, 20 ve 40tir. 240. dk’da gerek karaciger/kas gerekse
karaciger/kan oranlarinin, karaciger dokularinda en yiksek degere ulastigi gorilmektedir.
Radyokompleks enjeksiyondan sonraki 2. saatte hedef organda birikmeye baslamis ve 4. saatte
en yuksek aktiveye ulagsmistir. Boylelikle, ¥"Tc.BLM ancak 4. saatte karacigerin
goruntilenmesine izin vermektedir. BLM’nin biyolojik yari dmrinin 2 saat olmasina ragmen
karacigerde uzun vadede gostermis oldugu yuksek tutulum dokulardaki metalloproteinlerin
birikiminden kaynaklanabilmektedir (Jalilian, 2003). Karaciger/kan oranlarina bakildiginda
kompleksin kandan temizlenme hizinin 2 ila 4 saat arasinda neredeyse sabit oldugu
gorulmektedir. Bu nedenle isaretli bilesigin karacigerin sintigrafisinde kullaniimasi durumunda,
metabolizmanin maruz kalacagi radyasyon suresi uzayarak, hastalarda fazla doz yiklemesine

sebep olacaktir.
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Sekil 4.15. M Tc-BLM bilesiginin omurilik dokusundaki % ID/g degerinin hedef olmayan (kan ve
kas) organlara orani

Sekil 4.15 hedef organ olarak dusunulen omurilide ait kas ve kan oranlari géstermektedir.
Hedef organa ait 30., 120. ve 240.dk’daki omurilik’kas oranlari sirasiyla 2, 15 ve 29 iken
omurilik/kan oranlari ise sirasiyla 5, 9 ve 7 olarak Olgulmustir. 120. dk’da omurilik/kas ve
omurilik/kan oranlar 30. dk’ya gore sirasiyla 7.5 ve 1.8 kat artarken, 240. dk’da omurilik/kas
orani 120. dk'ya gore 1.9, omurilik/kan orani ise 0.7 kat azalmistir. Kompleksin dokulardaki
tutulumu 30. dk'dan itibaren enjeksiyondan sonraki 4 saat iginde surekli artan bir ivme
gdéstermistir. Ote yandan, omurilik/kan oranlari ilk andan baslayarak 240. dk’ya kadar neredeyse
sabit bir klirens dederine sahiptir. Kompleksin hedef organdaki tutulumu 240. dk’da en ylksek

99m

degerine ulagsmistir. Bunun sonucunda, Tc-BLM ancak enjeksiyondan sonraki 4. saatte

omuriligin gérintilenmesine ve kaliteli bir gérintt alinmasina izin verecektir.
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Sekil 4.16. ®™Tc-BLM bilesiginin dalak dokusundaki % ID/g degerinin hedef olmayan (kan ve
kas) organlara orani

Sekil 4.16 *™Tc-BLM bilesiginin bir diger hedef organi olarak gdérulen dalaga ait kas ve
kan oranlarini gostermektedir. Sekildeki grafikten dalak/kas oranlari incelendiginde, bu oranlarin
30., 120. ve 240. dk'larda sirasiyla 0, 18 ve 40 degerlerini aldigi gorilmektedir. S6z konusu
oranlar 120. dk’'da 30. dk'ya gére 18 kat artarken, 240. dk'da 120. dk'ya oranla 2.2 kat
artmaktadir. Dalak/kan oranlarinda ise 120. dk’da 30. dk'ya gore 8 katlik bir artis meydana
gelirken, 240. dk’da 120. dk’ya oranla 1.3’lik bir azalma s6z konusudur. Ve 9" Tc-BLM bilesigi 4.
saatte dalagin gorintilenmesine izin verecektir.

Hedef olarak gdsterilen organlara iliskin sekiller incelendiginde, her (¢ durumda da
isaretli bilesigin enjeksiyonundan sonraki zaman noktalarinda hedef organ/kas oranlarinda
surekli bir artis meydana gelirken, hedef organ/kan oranlarinda bilesigin klirensinin zamanla ayni
kaldigi gorilmektedir. Ancak burada her U¢ organ igin ortak olan nokta, organlardaki tutulumun
zamanla artmasidir. Hedef organlarin kas oranlari kan oranlarina oranlandiginda, karaciger,
dalak ve omurilik icin bu oranlar sirasiyla 5, 4.2 ve 5’tir. Hedef organ/hedef olmayan organ
radyoaktivite orani tutulumda selektivite saglayan bir indikatér olarak kullaniimaktadir. Kaliteli bir
goruntl elde etmek igin, hedef organ/hedef olmayan organ orani arasinda belirgin bir farklilik
olmasi gerekmektedir (Silva et al., 2001). Hedef olarak goésterilen G¢ organ icin de bu sart

M Tc-BLM'nin her bir organa enjeksiyonu sonrasinda, yuksek kalitede

saglanmaktadir. Yani
goéruntu alinabilmektedir. Tutulumun organlarda ge¢ saglanmasi, ilacin enjeksiyonu sirasinda
hastalari ylksek doza maruz birakacag igin, isaretli bilesigin spesifik oldugu dislnilen organ

omurilik, dalak ve karaciger seklinde siralanabilir. ilaca iliskin en yiiksek spesifite omurilige aittir.
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Karacigerde gorilen yuksek tutulum nedeniyle bilesigin hepotobiliar olarak atilabilecegi
soylenebilir. Cok sayidaki literatir calismasinda BLM’nin baslica bdbrek, deri ve akciger yoluyla
atildigi rapor edilmektedir. Beklentinin aksine gelisen bu sonucta ¢alismanin ilgi ¢ekici bir yanini
olusturmaktadir. Yukarida bahsedilen grafik ve tablolardan elde edilen bulgularin isiginda,
™ Te-BLM'nin olasi hedef organlarda zamanla artan ve ge¢ gelen tutulumu s6z konusudur.
BLM’nin enjeksiyondan sonraki ilk 45 dk ile 2.5 saat arasinda konsantrasyon piki vermesi
acisindan bu durum beklenen bir sonugtur (http://www.cancercare.on).

9- 99m

Cizelge 4. Tc-BLMG bilesiginin sicanlara enjeksiyonundan sonra gegen 30.,120. ve 240. dk

sonunda sicandan alinan farkli organlara ait % ID/g (organ) degerleri

Organlar % ID/g (Organ) % ID/g (Organ) % ID/g (Organ)
30. dk 120. dk 240. dk

Kalp 0.07+0.01 0.06+0.01 0.07+0.05
Akciger 0.03+0.02 0.06+0.01 0.03+0.02
Karaciger 0.04+0.03 0.08+0.03 0.06+0.04
Bobrek 0.30+0.04 0.24+0.03 0.15+0.02
ince barsak 0.04+0.02 0.03+0.01 0.04+0.03
Kalin barsak 0.02+0.01 0.28+0.01 0.30+0.05
Mide 0.05+0.02 0.06+0.02 0.08+0.03
Dalak 0.03+0.01 0.03+0.01 0.02+0.01
Pankreas 0.04+0.01 0.03+0.02 0.02+0.01
Kas 0.02+0.01 0.03+0.02 0.02+0.01
Bas 0.03+0.01 0.02+0.01 0.03+0.01
Yag 0.02+0.01 0.03+0.02 0.04+0.01
Tiroid 0.02+0.01 0.03+0.02 0.06+0.03
Mesane 0.09+0.03 0.13+0.02 0.02+0.01
Kan 0.04+0.02 0.03+0.01 0.10+0.09
Testis 0.02+0.01 0.03+0.01 0.04+0.02
Prostat 0.03+0.02 0.02+0.01 0.05+0.02
Omuirilik 0.04+0.01 0.19+0.04 0.03+0.01
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Sekil 4.17. ¥MTe-BLMG bilesiginin Albino Wistar si¢canlardaki biyodagilimi
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Sekil 4.18. ¥MTe-BLMG bilesiginin secilmis bazi organlarda hedef organ/kan oranlari
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Sekil 4.19. ¥MTe-BLMG bilesiginin secilmis bazi organlarda hedef organ/kas oranlari

P Te-BLMG kompleksinin siganlar Gzerindeki biyodagilim calismalarindan elde edilen
grafik ve sekiller degerlendirildiginde; boébrek, kalinbarsak ve omurilik hedef organ olarak
gérilmektedir. isaretli bilesige ait biyodagilim galismalari sonucunda 30.,120. ve 240. dk'da elde
edilen % ID/g (organ) verilerine gdre s6z konusu organlara ait aktiviteler sirasiyla; (0.30+0.04,
0.24+0.03, 0.15+0.02), (0.02+0.01, 0.28+0.01, 0.30+0.05) ve (0.09+0.05, 0.15+0.10, 0.19+0.14)

olarak olgulmasgtir.
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Sekil 4.20. 9" Tc BLMG bilesiginin bébrek dokusundaki % ID/g degerinin hedef olmayan (kan ve

kas) organlara orani
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Sekil 4.20 9MTc-BLMG bilesiginin hedef organlarindan biri olan bdbreklerin kas ve kan
oranlarini géstermektedir. Sekildeki bobrek/kas oranlari incelendiginde, bu oranlarin 30.,120.ve
240. dK'lar igin sirasiyla 30, 100 ve 20 oldugu gorilmektedir. S6z konusu oranlar 30. dk’da 30
iken, ayni oran 120. dk’da 3 kat artmis ancak 240. dk’da 120.dk’ya gore 5 kat azalmistir. BObrek
dokularinda en yliksek oranin saglandigi 120. dk’dan sonra st6zkonusu orandaki hizli disus
g6ze carpmaktadir. Benzer sekilde, bébrek/kan oranlari incelendiginde, bu oranin 30., 120. ve
240. dk’daki degerleri sirasiyla 100, 135 ve 5 olarak dl¢ulmustir. 120. dk’da bu oran 30. dk’ya
gore yaklasik olarak 1.35 kat artarken, 240. dk'da ise 120. dk'ya gore 27 katlk bir azalma
g6zlenmigstir. Bobrek/kas oranlarinda enjeksiyondan sonraki 30. ve 120. dk’larda bir artis s6z
konusuyken, 240. dk'da bu artis negatif yone dogru kaymistir. Ve iki zaman noktasi arasinda
kiigUk bir artis s6z konusudur. Bobrek/kan oranlarinda 30. dk’'dan 120. dk’'ya kadar meydana
gelen hizli aktivite artisi ve ardindan gelen hizli disis bilesigin 120. dk’dan sonra kan akimi
icinde parcalanmaya basladigini, 240.dk’'da ise minimum degerini aldigini ve buna ilaveten,

kompleksin kandan atiim hizinin yiksek oldugu anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.21. 9" Tc BLMG bilesiginin omurilik dokusundaki % ID/g degerinin hedef olmayan (kan

ve kas) organlara orani

Sekil 4.21 ®™Tc-BLMG bilesiginin hedef organlarindan bir digeri olarak distinilen
omurilige ait kas ve kan oranlarini gostermektedir. Omurilik/kas oranlarinin 30., 120. ve 240.
dk’lardaki degerleri sirasiyla 4, 30 ve 3’tur. 120. dk’da bu oran 30. dk’ya gbre 7.5 kat artip, 240.
dk’da ise 30.dk’ya gore 10 kat azalmistir. Ayni zaman noktalarinda bébrek/kan oranlari sirasiyla
7, 61 ve 2'dir. 120. dk’ da 30. dk’ya gbre 8.7 katlik bir artis s6z konusuyken 240. dk’da 120.
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dk’ya oranla 30.5 katlik bir azalma gdzlenmistir. Hem omurilik/kas hem de omurilik’kan oranlari
120. dk’da en yiksek degerine ulagmistir. Buna bagli olarak, bilesigin enjeksiyondan sonraki 2.
saate kadar bobregin gorintilenmesine izin verecegdi sdylenebilir. Hedef organ/hedef olmayan
organ oraninin yiksek olmasi ve tutulumun yiksek olmasi nedeniyle omuriligin 9" Tc-BLMG

bilesigi icin hedef organ olacagi distnulebilir.
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Sekil 4.22. *™Tc-BLMG bilesiginin kalinbarsak dokusundaki % ID/g degerinin hedef olmayan
(kan ve kas) organlara orani

OMTe-BLMG bilesigi icin hedef organ olarak dislnilen son organ kalinbarsaktir.

Yukaridaki sekil kalinbarsaga ait kas ve kan oranlarini géstermektedir. 30., 120. ve 240. dk’daki
kalinbarsak/kas oranlari sirasiyla 1.2, 3.2 ve 2.6’dir. 120. dk’daki aktivite degeri 30. dk’ya gore
2.6 kat artarken, ayni deger 240. dk’da 120. dk'ya gére 1.2 kat azalmistir. Kalinbarsak/kan
oranlari ise sirasiyla 2.2, 8.0 ve 0.6’dir. Deg@erler irdelendiginde, zamanla bir énceki zamana
gbére artma, daha sonra da bir sonraki zamana bagl olarak azalma géze carpmaktadir. Her iki
oran i¢cinde 120. dk’da en yuksek aktivite saglanmaktadir.

Yukarida bahsedilen (¢ hedef organa iliskin sekiller incelendiginde, enjeksiyondan
sonraki 30. dk-120. dk arasindaki yiksek tutulum ve 240. dk’dan itibaren tutulumdaki hizh dusus,
kompleksin 240. dk’da bozunmaya ve ®™Tc’'un yapidan ayriimaya basladigina isaret etmektedir.
Ne var ki; omurilikte sadece 120. dk'da gozlenen tek aktivite piki, *"Tc-BLMG
radyokompleksinin 120.dk’da sintigrafi alinmasina izin verecebilecedi anlamina gelmekle birlikte,

bilesigin omurilige spesifik olabilecedini de distiindirmektedir.
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¥MTc-BLMG bilesigine ait grafikler incelendiginde, bu bilesidin enjeksiyon sonrasinda ilk

30-120 dk arasinda 6nemli tutulum gdstermesi ve ardindan aktivitedeki hizli disis, bilesigin
metabolizmadan daha hizli atildigini ifade etmektedir (Ertay et al., 2008).

BLM peptid formunda bir bilesiktir. intravendz olarak uygulanan peptidlerin metabolik
sonlarini genellikle peptidazlara pargalanmasi olusturur. Bu parcalanma kan akimi igcinde veya
karaciger ve bobrek bosaltim organlarinda olusmaktadir (Ertay et al., 2008). Bu baglamda, gerek
M Tc-BLM gerekse 9MTc-BLMG temelde ayni formun iki farkli konjugasyonudur. Ancak, BLM
glukuronidlestirildiginde hem fizyolojik hem de kimyasal degisiklige ugramaktadir. S6z konusu
bilesikler *"Tc radyonuklidi ile isaretlenerek, in vivo olarak de@erlendirildiginde farkli
karakteristiklere sahip olduklart goérulmektedir. Biyodagihim acgisindan bakildiginda, bu
karakteristiklerin en dnemlileri viicutta belirli bir organa olan spesifite, bilesigin tutulumu, klirens

stresi ve metabolizmadan atihm seklidir. *™

Tc ile isaretlenen BLM ve BLMG'’in biyodagilim
calismalar sonucunda olusan komplekslerin (**"Tc-BLM ve **™Tc-BLMG) her birinin farkli
organlara spesifik oldugu ve farkh farmokinetik 6zelliklere sahip oldugu saptanmistir.

BLM’e baglanan radyometalin, bilesigin farmokinetik 6zellikleri UGzerindeki etkilerini
arastirmak igin Grove ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢galismada; BLM *Co,""In ve *Ga
ile ayri ayri isaretlenmis ve bunun sonucunda elde edilen Co-BLM, ""'In-BLM ve ®Ga-BLM
bilesikleri arasinda en yuksek tumor tutulumu ve klirensin *"Co-BLM bilesigine ait oldugu
gorilmistir (Grove et al, 1973). Bu baglamda, BLM ve BLMG bilesiklerinin *™Tc ile
konjugasyonu sonucunda olusan *™Tc-BLM ve *™Tc-BLMG'in *™Tc'un ézelliklerine bagh olarak
farkl klirenslere sahip oldugu séylenebilmektedir.

Jajalilian ve arkadaslan tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, BLM'nin [BSZn] ile
isaretlenmesi sonucunda elde edilen *Zn-BLM radyokompleksi ile yapilan biyodagilim calismasi
sonucunda, isaretli bilesik enjeksiyondan sonraki 24 ile 48 saat arasinda karaciger ve barsakta
yuksek ancak ge¢ gelen bir tutulum goéstermistir. Karaciger yumusak dokularinda meydana
gelen bu ge¢ tutulumun muhtemelen dokulardaki metalloproteinlerin  birikiminden
kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Jalilian et al., 2004). %MTc-BLM bilesiginde ise
enjeksiyondan sonraki 4. saatte ylksek tutulum ve aktivite gézlenmesi, bu disiinceyle paralellik
tasimaktadir.

intravenéz olarak KHJJ tiimérii nakledilen Balb/C tiir sicanlarda 9MTc-BLM isaretli
bilesigi kullanilarak yapilan biyodagdilm calismasi sonucunda, boébreklerde ylksek oranda
tutulum gézlenirken, karaciger, kas ve beyinde ise dusik bir tutulum gdézlenmistir (Lin et al.,
1973). %MTc-BLM radyokompleksi kullanilarak yapilan biyodagilim calismasinda ise, karaciger,
dalak ve omurilikte ylksek tutulum gézlenirken, bobrekte ¢cok dusuk bir aktivite gdzlenmistir.
BLM’nin esasen renal yolla atildigini ifade eden bu ¢alismanin aksine, M Te-BLM hepatobiliyer

bir atilim sergilemektedir. Buna ilaveten, degerlendirmeler sonucunda ayni zaman noktalarinda
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(30., 120. ve 240. dk) *"Tc-BLMG'in ®"Tc-BLMe kiyasla viicuttan daha hizli atildigini
sdylemek mimkinddr.

isaretli bilesiklerin enjeksiyonundan sonra sicanlardan 30., 120. ve 240. dk'da kan
ornekleri toplanmis ve bunlara ait radyoaktivite dlcumleri alinmistir. Bu dlcimler sonucunda
sirasiyla *™Tc-BLM ve ®™Tc-BLMG'in biyolojik yari émirleri 329 dk (~5.5 saat) ve 85 dk (~1.5

saat) olarak bulunmustur. *™

Tc-BLMG'in yarilanma siresinin daha kisa olmasi toksisitesinin
¥"Te-BLM'ye gore daha disiik olmasina ve dolayisiyla *™Tc-BLM'e gore daha iyi bir
kemoterapik ajan olarak kullaniimasina neden olabilmektedir. Bu baglamda Crooke ve
arkadaslarinin yapti§i bir calismada herhangi bir radyoaktif elementle isaretleme yapilmadan
tedavi maksadiyla direkt olarak hastalara verilen BLM'nin biyolojik yari émriniin 15 ile 60 dk
araliginda oldugu saptanmistir (Crooke et al, 1977). Baska bir calismada ise Jalilian ve
arkadaslar yaptiklari Olgimler neticesinde 27n-BLM’nin biyolojik yari émrinin (9 saat)
gorunttleme icin yeterli oldugu sonucuna varmiglardir (Jalilian et al, 2003). Ryynanen ise yaptigdi
calismayla '"'In-BLM bilesiginin idrardaki biyolojik yari émrinii yaklasik olarak 3.5+0.6 saat
olarak bulmustur (Ryynanen, 2002). Yapilan bu c¢alismada ¥™Te-BLM icin bulunan yarilanma
suresinin yukarida verilen yarilanma surelerinden farkli ¢ikmasi beklenen bir sonugtur. Canki
incelenen tum bilegikler kimyasal olarak farkli BLM turevleridir.

Shao ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada; BLM Ru, ¥Cu ve *Co gibi Gg
farkli radyonuklid ile isaretlenerek, tumér gorintilemedeki etkinlikleri kiyaslandiginda
*"Co>%"Cu>"Ru siralamasi elde edilmis ve bunlar arasinda *’Co’nin en yiiksek kas ve kan
oranlarina sahip oldugu ve ayni zamanda timor lokalizasyonunun da maksimum oldugu rapor
edilmistir (Shao et al.,1986). Bu bulgularin isiginda, ylksek kas ve kan oranlari bilesigin

lokalizasyon glcunU artirarak, ona belirli bir organda spesifite kazanmasini saglamaktadir.

k 99m 99m:

Gere Tc-BLM’nin gerekse ™" Tc-BLMG’in sz konusu zaman noktalarinda, yiksek kas ve

kan oranlarina sahip olmalarindan yararlanarak; 99m

Tc-BLM’nin sirasiyla karaciger, omurilik ve
dalak, “™Tc-BLMG'in ise sirasityla bdbrek, kalinbarsak ve omurilik gibi organlarin
goruntilenmesinde ve bunlara iliskin hastaliklarin tedavisinde uygun bir radyofarmasétik olacagi

soylenebilir.

4.6. *™Tc-BLM ve ®™Tc-BLMG bilesiklerine ait sintigrafi sonuglari

isaretli ¥"Te-BLM ve *™Tc-BLMG'in tavsanlara verilmesinin ardindan, radyoisaretli
komplekslerin zamanla vicut iginde gosterdigi degisiklikleri saptayarak, hedef organlarin
fonksiyonel durumlarinin izlendigi ve tespit edildigi dinamik goériintilemenin yaninda, belirli bir
zaman iginde, hayvanin vicudundaki aktivitenin kaydedildigi statik goruntiler alinmaktadir
(Erselcan et al., 2001).

970 L (25 pg) 29.6 MBq (800 uCi) *™Tc-BLM ve 970 uL (25 ug) 31.5 MBq (851 uCi)

9MTC-BLMG iki ayri erkek tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilmis ve bu bilegiklerin belli



sureler (30., 120. ve 240. dk) sonundaki sintigrafileri alinmigtir. ilk sintigramlar enjeksiyonu takip
eden 30. dk’'nin sonunda hem statik hem de dinamik gorintu olarak, diderleri ise sirasiyla 120.
dk ve 240. dk sonunda sadece statik gorintl olarak alinmigtir. ¥MTc-BLM ve #™Tc-BLMG
bilesiklerine ait dinamik gorintilerde 60 s’lik 30 gorinti seklinde alinmistir. Sekil 4.20’de
¥mTe-BLM'e, Sekil 4.22'de ise *™Tc-BLMG bilesigine ait dinamik goriintiler verilmektedir. Her
iki bilesigin statik gorintleri ise 30., 120. ve 240. dk’larda 650 kcount’luk sayimlar alinarak elde
edilmis ve sirasiyla Sekil 4.21 ve 4.23 de verilmigtir.

9MTc-BLM'e ait dinamik sintigramlar incelendiginde abdominal ile gégiis bolgesinde ve
11. dk’dan itibaren de mesanede dnemli dlgtde bir tutulumun oldugu gézlenmektedir. Dinamik
goruntulere ait bir diger sonug ise bdbreklerde ve bir miktar da barsaklarda ylksek tutulumun
varligidir. Ayni bilesige ait statik gortntiler incelendiginde 120. dk’dan itibaren yukarida
bahsedilen bolgelerdeki aktivitelerin giderek azaldigi fakat 240 dk’'nin sonunda bu aktivitenin

tamamen yok olmadi§i goriilmektedir. %™

Tc-BLM igin sintigrafi ve biyodagihm sonuglari birlikte
degerlendirildiginde bu bodlgelerdeki tutulumlarin muhtemelen karaciger, akciger, mide ve
dalaktan kaynaklanabilecegi soylenebilir. BLM’nin akciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
bir ila¢ oldugu hatirlanirsa akcigerlerde meydana gelen tutulumun beklenen bir durum oldugu
sdylenebilir. Bunlara ilave olarak karacigerdeki tutulumun fazla olmasi da muhtemelen BLM’nin
glukuronidasyonundan kaynaklanmaktadir. Sintigrafi goruntilerinden tiroidde herhangi bir
tutulumun olmadigi gérilmektedir. Bu, isaretli bilesige ait baglanma veriminin yaklasik %100
oldugu hatirlanirsa beklenen bir sonugtur.

¥mTe-BLMG'e ait dinamik sintigramlar incelendiginde, karin ile goégus bdlgesindeki
aktivitenin *™Tc-BLM'nin ayni bolgelerdeki aktivitesinden daha fazla oldugu gériilmektedir. iki
isaretli bilesik arasindaki dikkat ¢ceken en 6nemli fark ise BLMG’in verildigi tavsanda kemik

tutulumunun bir hayli fazla olmasidir. 99m

Tc-BLMG’e ait sintigrafi ve biyodagilim sonugclari birlikte
degerlendirildiginde bu bdlgelerdeki tutulumlarin muhtemelen karaciger, akciger, bébrek ve kalin
barsak'tan kaynaklanabilecegi sdOylenebilir. Glukuronidlerin mesanede deglukuronidasyona
ugradiklari bilinmektedir (Avcibasi, 2008). Buradan hareketle *™Tc-BLMG'in 30., 120. ve 240.
dk’lardaki statik sintigramlarda mesane tutulumunun blylk olasilikla deglukuronidasyondan
kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Barsaklar énemli dlglide B-glukuronidaz enzim aktivitesine
sahiptir (Avcibasi, 2004). Peptidler barsaklar tarafindan absorblanarak, karacigere tasinir.
Bdylece, peptid geri emilerek glukuronid formundaki yapi tekrar hidrolize ugrar. Glukuronid
bilesiklerinin enterohepatik geri-sirkiilasyonu adi verilen bu davranigi, metabolizmaya énemli bir
etki kurarak, ilacin vlcuttaki yari dmrinu uzatmaktadir. 9" Tc BLMG icin kalin barsakta 6zellikle
120. dakikada 6nemli bir tutulumun oldugu gorilmektedir. Glukuronid ve tirevi bilesiklerinin
karaciger-kalinbarsak resirklilasyonu nedeniyle, ¥m™Te-BLMG'in kalin barsaktaki tutulumunun

enterohepatik geri-sirkiilasyonundan kaynaklandigi distnilmektedir.
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Go6ze carpan bir diger husus isaretli BLMG'e ait statik ve dinamik gorintiler
incelendiginde tiroit yaninda midede de her hangi bir tutulumun gézlenmemesidir. Bilesige ait
baglanma veriminin yaklasik %100 oldugu hatirlanirsa bu beklenen bir durumdur. Bunu
destekleyen bir diger sonugta midedeki tutulumdur. Bu organdaki 30., 120. ve 240. dk’lardaki
tutulumlar sirasiyla 0.01+0.02; 0.02+0.01 ve 0.03+0.01‘dir. Midedeki tutulumun disuk olmasi,
isaretlemenin ¢ok yiksek bir verimle yapilmasi nedeniyle perteknatatin olugsmadiginin ve

radyokimyasal safsizligin eser miktarda oldugunun bir gdstergesidir (Durkan, 2008).
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Patient Name: BLE TAVSAN Study Name: Dynamic
Patient Id: 1++1+ Date & Time: 6/2f2009 13:33
Institution Id: CELAL BAYAR UNIVERSITESI Manufacturer Model: INFINIA

CELAL BAYAR UN. TIP FAKULTESI
NUKLEER TIP A.B.D.

.
.
.
.
.

Sekil 4.23.Tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilen $MTc-BLM bilesigine ait 30 dk’'lik dinamik

sintigramlar
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Patient Mame: BLE TAVYSAN Study Name: Dynamic
Patient ld: 1++1+ Date & Time: 6/2/2009
Institution Id: CELAL BAYAR UNIVERSITESI Manufacturer Model: INFINIA

CELAL BAYAR UN. TIP FAKULTESI
NUKLEER TIP A.B.D.

. E

30.MIN ANTERIOR 30.MIN POSTERIOR

- &.
.

120, MIN ANTERIOR 120 MM POSTERIOR

by |

‘-

-
-

240 MIN AMTERIOR 240 MIM POSTERIOR

Sekil 4.24. Tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilen M Tc-BLM bilesigine ait 30 dk'lik statik

sintigramlar



Patient Name: BLE TAYSAN

Patient Id: 2++5+
Institution Id: CELAL BAYAR UNIVERSITESI

CELAL BAYAR UN. TIP FAKULTESI
NUKLEER TIP A.B.D.

.
.
.
.
.
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Study Name: Dynamic
Date & Time: 6/2{2009 14:35

Manufacturer Model: INFINIA

.
.
.
.
.

Sekil 4.25. Tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilen 9mTe-BLMG bilesigine ait dinamik

sintigramlar




Patient Name: BLE TAYSAN

Patient Id: 2++5+

Institution Id: CELAL BAYAR UNIVERSITESI

CELAL BAYAR UN. TIP FAKULTESI
NUKLEERTIP A.B.D.

30.MIM ANTERIOR
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30.MINPOSTERIOR

Study Name: Dynamic

Date & Time: 6/2{2009

Manufacturer Model: INFINIA

120.MIM ANTERIOR

120 MINPOSTERIOR

240 MIN ANTERIOR

240 MINPOSTERIOR

Sekil 4.26. Tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilen 9 TCe-BLMG bilesigine ait statik

sintigramlar
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4.7. istatistiksel analiz sonuglari

Albino Wistar sicanlar Uzerinde yapilan biyodagilim sonuglarinin istatiksel analizleri
SPSS 13 (Univariate Varience Anallyses) programi kullanilarak yapilmistir. Varyans analizi
%95'lik giiven araliginda gergeklestirilmistir (P<0.05). Ayni zamanda *™Tc-BLM ve *"Tc-BLMG
bilesikleri icin organlar arasinda Pearson korelasyon analizi yontemi %95’'lik gliven araliginda
uygulanmistir (P<0.05). Pearson korelasyonu her iki isaretli bilesigin tutulumuyla organlar
arasindaki bir iliski tanimlamaktadir. Organlar arasindaki Pearson korelasyonuna goére belirlenen
bu iligkinin anlamlilik dizeyi, P degeri ile ifade edilecek olursa P=0.01'dir. (P<0.05 degderi anlaml
olarak kabul edilmistir).

Her bir organ icin yapilan varyans analizleri degerlendirildiginde 9T c-BLM
kompleksinin incebarsak, pankreas, mesane, mide ve yag dokusundaki tutulumlarinin uygulanan
sure ile iligkili oldugu gorilmektedir.

®mTe-BLM bilesiginin biyodagihim c¢alismalari sonucunda organlar arasindaki iliski g6z
onlne alindiginda, bas ile kalp, mide, dalak ve kalinbarsak arasinda; kalp ile kan ve
kalinbarsak arasinda; kan ile kalp, prostat ve kalinbarsak arasinda; mesane ile testis, omurilik ve
incebarsak arasinda; incebarsak ile mesane ve omurilik arasinda; kalinbarsak ile kalp, dalak ve
akciger arasinda; yag ile kalinbarsak arasinda; bébrek ile bas ve mide arasinda; karaciger ile
dalak arasinda ve akciger ile kalinbarsak arasinda anlamli bir farklilik s6z konusudur.

9" Tc-BLMG kompleksine iliskin varyans analiz sonuglari degerlendirildiginde,
kompleksin mesane ve pankreastaki tutulumlarinin uygulanan sire ile iligkili oldugu
gorulmektedir. Ayni bilesigin biyodagihm ¢alismalari sonucunda organlar arasindaki korelasyonu
degerlendirildiginde, kalinbarsak ile pankreas arasinda; pankreas ile bobrek arasinda; prostat ile
kas ve tiroit arasinda ve yag ile pankreas ve kalinbarsak arasinda anlamh bir farklilik
s6zkonusudur.

Yukarida s6zU edilen organlar arasindaki bu iligki, anlamlilik dizeyi (P) degeri ile ifade
edilecek olursa P<0.05 degeri anlamh olarak kabul edilmektedir (Cizelge 4.12 ve 4.13). Her bir
organ icin yapilan varyans analizlerinin sonucuna gére bu organlara iligkin P degerleri ve

korelasyon katsayisi (R) degerleri Cizelge 4.10 ve 4.11’de verilmistir.
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99m

Cizelge 4.10. Varyans analizi sonucuna gére ™ Tc-BLM igin bazi organlara iligkin P degerleri ve

korelasyon katsayisi (R) degerleri

¥M"Tc-BLM
P degeri R degeri
ince barsak 0.029 0.591
Mide 0.046 0.522
Pankreas 0.039 0.548
Yag 0.044 0.530
Mesane 0.027 0.599

99m

Cizelge 4.11. Varyans analizi sonucuna gore ~ " Tc-BLMG igin bazi organlara iligkin P degerleri

ve korelasyon katsayisi (R) degerleri

P"Tc-BLMG
P degeri R degeri
Pankreas 0.022 0.628
Mesane 0.014 0.679

99m

Cizelge 4.12. Varyans analizi sonucuna gore " Tc-BLM i¢in bazi organlara iliskin P degerleri

M Tc-BLM bilesiginde organlar arasindaki korelasyon degerleri
P Degerleri
Kalp-Kalin barsak 0.003
Kalp-Kan 0.011
Karaciger-Dalak 0.016
Bobrek-Mide 0.008
Bobrek-Bas 0.005
ince barsak-Omurilik 0.028
Kalin barsak-Akciger 0.043
Kalin barsak-Dalak 0.030
Bas-Kalp 0.033
Bas- Kalin barsak 0.030
Bas-Mide 0.022
Bas-Dalak 0.016
Yag-Kalin barsak 0.017
Mesane-ince barsak 0.001
Mesane-Testis 0.035
Mesane-Omurilik 0.047
Kan-Prostat 0.026
Kan-Kalin barsak 0.011
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99m

Cizelge 4.13. Varyans analizi sonucuna gore " Tc-BLMG igin bazi organlara iliskin P degerleri

9MTc-BLMG bilesiginde organlar arasindaki korelasyon degerleri
P Degerleri
Pankreas-Bobrek 0.045
KB-Pankreas 0.044
Yag-Kalin barsak 0.009
Yag-Pankreas 0.005
Prostat-Kas 0.002
Omurilik-Kalin barsak 0.001
Omurilik-Pankreas 0.004
Omuirilik-Yag 0.001
Prostat-Tiroid 0.005
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5. SONUG VE ONERILER

Yapilan bu c¢alismada, BLM ve enzimatik olarak sentezlenmis olan BLMG 9mTe ile
isaretlenmis ve nukleer teknikler kullanilarak bu bilesiklerin radyofarmasétik potansiyelleri deney
hayvanlari Gzerinde arastiriimigtir.

isaretleme calismalarinda, dogrudan isaretleme teknigi kullanilmistir. Bu isaretleme
teknigiyle, tekrar edilen tim denemelerde (n=7), ayni baglanma verimleri elde edilmistir. En
yuksek baglanma veriminin elde edilmesinde, isaretlenecek olan bilesigin miktari, pH, sicaklik,
reaksiyon suresi ve indirgen ajan miktari gibi parametrelerin gok dnemli bir etkiye sahip oldugu
goérualmastar (Jalilian et al., 2004). En yuksek baglanma verimi elde edilinceye kadar farkh pH
degerlerinde (pH= 5-7), farkli indirgen ve reaktif miktarlariyla calisiimistir. Yapilan pek c¢ok
denemenin sonucunda, en iyi baglanma veriminin elde edildigi optimum pH degeri M Tc_BLM
icin 5, " Tc—BLMG icin ise 7 olarak belirlenmistir.

En ylksek baglanma veriminin elde edildigi kosullarda 40 yL (10 ug) BLM ve 290 uL (50
pg) BLMG kullaniimistir. Bunun yaninda, her iki bilesige iliskin isaretleme ¢aligmalarinda
indirgen ajan olarak sirasiyla 50 yL (50 pg) ve 50 pL (50 pg) SnCly.2H ,0 kullaniimistir.
Boylelikle sirasiyla *"Tc-BLM [67 MBq (30 uL)] ile *™Tc-BLMG [74 MBq (120 uL)]
radyofarmasaétikleri hazirlanmigtir. Bu isaretli bilesiklere ait bagdlanma verimleri sirasiyla
%99.40+1.34 ve %98.43+1.32 olarak hesaplanmistir.

insan kan serumda vyapilan stabilite calismalarinin sonuglarina gore, M Te-BLM
radyoigaretli bilesiginin 37°C’de 24 saat boyunca, ¥MTe-BLMG radyoisaretli bilesiginin ise
37°C’de 3 saat boyunca kararli kaldi§i tespit edilmistir.

9mTe-BLM ve ®"Tc-BLMG'in deneysel LogP degerleri sirasiyla -0,73+0,23 ve 0,42+0,30
(n=3) olarak hesaplanmistir.

Biyodagilim galismalarinda 30., 120. ve 240.dk’larda kullanilan her bir sigan grubundan
alinan kan orneklerinden vyararlanilarak, elde edilen radyofarmasétiklerin; 9¥MTc-BLM ve
¥"MTc.BLMG biyolojik yari-omiirleri sirasiyla 329 dk (~5.5 saat) ve 85 dk (~1.5 saat) olarak
hesaplanmistir.

Deney hayvanlari Uzerinde yapilan biyodagilim ve sintigrafi ¢alismalarinin sonucunda
her iki isaretli bilesigin radyofarmatik potansiyellerinin bir birinden farkh oldugu, 9MTc-BLM igin
en fazla tutulumun karaciger, omurilik ve dalakta, *™Tc-BLMG icin ise bobrek, kalinbarsak ve
omurilikte gerceklestigi ve biyodagiim g¢alismalarinin  yapilan sintigrafi c¢alismalariyla

9™ Tc-BLM kompleksinin karaciger, omurilik ve dalaga; *"Tc-BLMG

desteklenmesi sonucunda,
kompleksinin ise bobrek, omurilik ve kalinbarsaga spesifik olabilecegi 6ngérulmustir.

Yapilan istatistiksel analiz ¢alismalari sonucunda, Pearson Korelasyon Analiz Yéntemi
%95 gliven araliginda uygulanmis (P<0.05) ve ayni zamanda her iki isaretli bilesigin zamana

karsi tutulumuyla organlar arasinda anlamli bir iligki tanimlamistir.



Her iki isaretli bilesigin timdr gorintileme ve terapi amagcl birer radyofarmasétik olarak
kullanilabilecedine dair umut verici sonuglar elde edilmistir. Calismanin daha ileri bir asamasinda
insan ve kanserli hicreler ile yapilacak deneyler ile uptake, toksisite ve apaptotik etkilerin
incelenmesi gibi ¢alismalarin yani sira timorla hayvanlar Uzerinde yapilabilecek calismalar bu

konuda daha ileri diizeyde bilgi ediniimesine katki saglayacaktir.
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