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OzZET

! iLE ISARETLI BLEOMYCIN VE BLEOMYCIN-GLUKURONID’IN RADYOFARMASOTIK
POTANSIYELININ INCELENMESi

DEMIROGLU, Hasan
Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisi
Tez Danigmani : Dog. Dr. Ugur AVCIBASI

30-06-2009, 72 Sayfa

Bleomycin (BLM) 1962 yilinda Dr. Hamao UMEZAWA ve arkadaslari tarafindan
Streptomyces verticillus’un bir mayalanma Grtint olarak kesfedilmis énemli bir glikopeptid yapili
antibiyotiktir. BLM anti-timor ajan olarak akciger, lenfoma, karsinoma, testis, bas, boyun ve
diger kanser turlerinin tedavilerinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

Bu calismanin amaci BLM ve enzimatik olarak sentezlenen Bleomycin-glukuronid’i
(BLMG) B ile isaretlemek ve isaretli bilesiklerin radyofarmasétik potansiyellerini nikleer
teknikler kullanarak deney hayvanlari Uzerinde incelemektir. Bunun icin ilk olarak, sican
karacigerinden izole edilen UDP-glukuronil transferaz enzimi igeren mikrozom preparatlari ve
UDP-glukuronik asit kullanilarak BLMG enzimatik yolla sentezlenmis daha sonra ise, BLM,
BLMG, KI ve iodojen’nin (1:2:1) stokiyometrik oranlari alinarak ilgili bilegikler inaktif I ECORE
isaretlenerek isaretlenmenin olup olmadii HPLC ve LC-MS/MS kromatografik yodntemleri
kullanilarak tespit edilmistir. Bir sonraki adimda, BLM ve BLMG’e ait radyokromatografik
calismalar gerceklestiriimistir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalardan 131.BLM ve '-BLMG igin
baglanma verimleri sirasiyla % 90 ve % 60 olarak bulunmustur. Ayni zamanda yapilan stabilite
¢alismalarindan da her iki bilesigin kan serumundaki stabilitelerinin 24 saat boyunca kararl
oldugu tespit edilmistir. Son adimda deney hayvanlari lzerinde biyodagilim ve sintigrafi
calismalar gerceklestiriimis ve bu galismalarin sonucunda her iki isaretli bilesigin metabolik
davraniglarinin benzer oldugu ve en fazla mide, mesane, prostat, testis ve omurilik de
tutulumlarinin gerceklestigi ve yapilan sintgrafi calismalarinin biyodagihm calismalari ile uyum
icerisinde oldugu gérulmustir. Butlin bunlara ek olarak biyodagilim c¢alismalarina ait deneysel
verilerin tamami SPSS 13 programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmis ve
yorumlanmigtir.

Sonug olarak, BLM ve BLMG'in her ikisi de iodojen yontemiyle basariyla isaretlenmis ve
bu bilesiklerin 6zellikle testis ve prostatla ilgili kanserlerin teshis ve tedavisine yonelik oldukca
yuksek bir kullanim potansiyeline sahip olabilecegi bulunmustur. Ayni zamanda, isaretli
bilesiklerin tedaviye yonelik olarak verecekleri sonuglari gorebilmek igin deney hayvanlarinda
veya hicrede olusturulacak olan tiimorler Gizerinde gergeklestirilecek olan niikleer galismalarin
yapiimasinin sart oldugu belirtilmigtir.

Anahtar  Kelimeler: Bleomycin,  Bleomycin-glukuronid,  Biyodagilim,  [-131,
Radyoiyodinasyon, Sintigrafi, B-Glukuronidaz.
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ABSTACT

INVESTIGATION OF RADIOPHARMACEUTICAL POTENTIAL OF BLEOMYCIN AND
BLEOMYCIN-GLUCURONIDE LABELED WITH IODINE-131

DEMIROGLU, Hasan
Master Thesis, institute Of Science and Technology
Supervisor : Dog. Dr. Ugur AVCIBASI

30-06-2009, 72 Pages

Bleomycin, a group of glycopeptide antibiotics, was isolated from Streptomyces verticillus
by Dr. Hamao UMEZAWA et al in 1962. Bleomycin is widely used as an anti-tumor agent in the
treatment of lung cancer, lymphoma, carcinoma, testicle, head, neck and other tumors.

Aim of this study is to label BLM and enzymatically synthesized BLMG with **'| and to

investigate radiopharmaceutical potentials of these radiolabeled compounds using nuclear
methods. For this, first of all BLMG was enzymatically synthesized using microsom preparations
containing UDP-glycoronil transferase enzyme isolated from rat liver and UDP-glucuronic acid
and then related compounds were labeled with 12 (K1) using stochiometrically (1:2:1) ratios of
BLM, BLMG, KI and it was determined to see whether they were successfully labeled or not
using HPLC and LC/MS/MS chromatographic techniques. In the next step
radiochromotogra?hic studies of BLM and BLMG were carried out. In this scope, labeling yields
of *1-BLM and **'I-BLMG was obtained as 90% and 60%, respectively. At the same time it was
obtained that both of them were stable in blood serum for 24 hours. Finally, biodistribution and
scintigraphic studies were carried out on test animals and it was obtained that similar metabolic
behavior was observed for both compounds and the high accumulation of the radioiodinated
compounds was observed in main organs such as stomach, bladder, prostate, testicle and
spinal cord in the result of this studies and it was observed that scintigraphic studies are agreed
with biodistributional studies. In addition to these, all experimental data of the biodistributional
studies were evaluated using SPSS 13 statistical software.

As a conclusion, both BLM and BLMG were successfully labeled using iodogen method
and they may have diagnostic and therapeutic applications for the tumor of the testicle and the
prostate. On the other hand, the selective incorporation of 1¥1BLM and '*'I-BLMG into the
testicle and the prostate cancer cells should be examined using tumor bearing laboratory
animals or cultured human cancer cell lines.

Keywords : Bleomycin, Bleomycin-glucuronide, Biodistribution, 1-131, Radioiodination,
Scintigraphy,-glucuronidase.
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1.0. GIRIS

Kanser ginumuzde en 6nemli saglik problemlerinden biri olarak gérulmektedir. ABD de
her yil, bir milyondan fazla kisiye kanser teshisi konulmaktadir (http://www.turkcancer.org.). Bu
istatistiksel verilere bakildiginda kanser ciddi bir problem olarak gorilmektedir. Kanser, lokal
doku saldirisi ve/veya sistematik metastaz ile kontrolsiiz hiicre biiyiimesi olarak karakterize
edilen bir grup hastaliga verilen isimdir. Degisik bilimlerden birgok bilim adami insanligi saran
bu korkung hastaliga karsi kanser arastirma laboratuarlarinda ¢alismalarini strdirmektedirler.
Buna ragmen, kanserle micadelede, bazi gelismelerin diginda, halen 6nemli bir basari
saglanamamistir. Bunun esas nedenleri arasinda, her seyden énce bu hastaligin ¢ok gesitli ve
farkli tdrlerinin olmasi ve kanser olusumuna neden olan faktorlerin cok cesitli olmasidir.
Kanserin bugiin icin tespit edilen 100 den fazla turl vardir. Bazi tirleri sadece tek bir organda
yerlesir. Digerleri ise vicudun cesitli yerlerine dagilirlar. Her birinin ortak yoéni kontrol

edilemeyen hilcre buyumesidir.

Ginumuzde kanser tedavisinde degisik yontemler kullaniimaktadir. Ancak bu
yontemlerin kanseri tamamen ortadan kaldirmak igin yeterli olmadiklar gérilmektedir.
Dolayisiyla kanser tirlerini basariyla tedavi edebilecek yeni ydéntem ya da yontemlerin

bulunmasi gerekmektedir. Bu amagla yuritilen galismalar genel nitelikleri agisindan,

e Kanser yapici etkilerin tespit edilerek ortadan kaldirmak,
e Kanseri olusum asamasinda yakalamak, yani oldugunca erken teshis etmek,
e Olusan kanser hucrelerinin fazla yayilmadan ve normal doku hucrelerine dnemli bir

zarar vermeden imha edilmesi, olarak degerlendirilebilir.

Bu baglamda spesifik olarak timdre yonelip, timdr hicrelerini éldirip normal dokuya
pek zarar vermeyen ajanlar bulunarak kanser arastirmalarinda ¢ok 6nemli gelismelerin

saglanabilecegi distinlilmektedir.

Normal hiicre ile kanser hiicresi arasindaki biyokimyasal farkliliklar nedeniyle segici
olarak bazi kimyasal bilesikler, kanser hucrelerinde birikir. Segimli olarak kimyasal bilesiklerin
kanserli hlcreyle birlesmesi, kanser arastirma uygulamalarinda ¢ok iyi potansiyel
olusturmaktadir. 1960l yillarda 2-metil-1,4-naftokinol-bis- (disodyum fosfat) sentezlenmis ve
radyonuklid ile isaretlenerek radyonuklid terapide etkinligi incelenmistir. Daha sonra Roche
Urtini olarak patent alinan bu bilesik “SYNKAVIT” olarak bilinen K; vitaminin difosfat tirevidir.
Synkavit'in kanserli hiicrede segimli olarak birikmesi tumdrli hicredeki alkalin fosfataz
aktivitesi ile aciklanmistir (Dendy et al, 1970; Morley et al, 1973). Bu enzim synkavit’i hicre

zarinda defosforize etmekte ve bu sekilde Kz kismi hiicre igcine girmektedir. Benzer olarak



literatrde birgok insan ve hayvan timérunun degisik tlirde ylksek enzim aktivitesi gosterdigi
aciklanmistir.

Bazi tumor hicrelerinde bu enzimlerin ylksek aktivitesi bu timoér hiicrelerin kanserojen
karakteri ile ilgili olabilecegi i¢in, bu yonde bir¢ok arastirma yapilmistir. Bu galismalarin birgogu
B-glukuronidaz Uzerinde yogunlasmistir. Eger glukuronid toksik bir bilegikle birlesirse, timdrin
yuksek B-glukuronidaz aktivitesinden dolayr bu glukuronid deglukuronidasyona ugrar.
Dolayisiyla glukuronid’in toksik kismi yani aglikon hicrenin igerisine girer ve bu toksisite de
kanserli hicrenin tahribatina neden olur. Bahsedilen toksik kisim normal doku hicrelerine gok
az girer, bunun nedeni ise bazi kanser hicrelerinin normal hiicrelere goére daha yiksek [-
glukuronidaz aktivitesi gOstermesidir. Bu yilksek B-glukuronidaz aktivitesinden yola ¢ikilarak
bazi toksik maddeler segici olarak kanser hiicrelerinin igine yonlendirilebilir. Bu sebepten dolayi
B-glukuronidaz aktivitesi yuksek olan bazi timoérlerde degisik glukuronid turevi bilesiklerin anti-
kanser 6zellik gosteren ilag olarak kullanilabilme imkanlari vardir (Biber et al, 2004; Avcibasi et
al, 2008; Unak et al,1997).

Gunimuzde farkli disiplinlerden birgok bilim adami ilgisini, kanserin teshis ve tedavisi
icin yeni anti-kanser ilaglarin bulunmasina ydnelik olarak yapilan c¢alismalara
yogunlastirmiglardir. Bu baglamda yuksek (B-glukuronidaz aktivitesi olan kanser hiicrelerine bazi
radyonuklidler (125I, 123) 131 99mTe vb) ile isaretlenmis bir glukuronid tirevi bilesigin secimli
olarak gonderilmesi halinde, aglikonun toksisitesi ile radyonuklid’in ylUksek radyotoksisitesi
birleserek kanser hicrelerinin etkili bir sekilde igten tahrip edilmesi mumkuin olabilecektir. Bazi
glukuronid turevi bilesiklerinin radyofarmasétik potansiyellerinin  incelenmesine  yonelik
literatlirde bazi ¢alismalar mevcuttur ( Unak et al., 1996; Unak et al., 2003; Unak et al., 2005;
Avcibasi et al., 2008; Biber et al., 2006; Medine, 2008). Yapilan bu ¢alismalar sonucunda bazi
isaretli glukuronid tlrevi bilesiklerin degdisik tir kanserlerin teshis ve tedavisinde iyi bir kullanim

potansiyeline sahip olduklari géralmusgtar.

Literaturde farkli radyonuklidlerle isaretli BLM turevlerinin kanserin teshis ve tedavisi
Uzerine kullanim potansiyellerinin tespit edilmesine yodnelik baz calismalar bulunmaktadir
(Jallian et al., 2003; Brooks et al., 1999; Nieweg et al., 1982; Higashi et al., 1974; Eckelman et
al.,1975; Ryynéanen, 2002). Bu calismalar incelendiginde BLM’ye baglanan radyonuklidlerin
genellikle >’Co, *°Co, "'In, I, '®Rh, I, ?'11, “Ga, *Fe, *Zn, **Cu, *H oldugu ve *'I ile

isaretli BLM ile ilgili her hangi bir galismanin bulunmadigi gérilmektedir.

Jalilian ve c¢alisma arkadaslari 27n ile isaretli BLM’'nin fibrosarkoma olusturulmus
siganlardaki biyodagilimini incelemislerdir. Biyodagilim ve sintigrafi calismalari sonucunda 2zn-

BLM kompleksinin fibrosarkoma timériinde diger normal dokulara gére daha fazla birikim



yaptig1 saptanmis ve sonug olarak, 27n-BLM bilesiginin in vivo ¢alismalarda gorintileme ajani

olarak kullanilabilecegdi séylenmistir ( Jallian et al., 2003).

Brooks ve arkadaslari yukaridaki ¢alismaya benzer sekilde 1%°Rh-BLM kompleksinin
sentezlenmesi, saflastiriimasi ve deney hayvanlari Gzerindeki biyodagilimina iligskin bir calisma
gerceklestirmigler ve bu galismalarin sonucunda bu kompleksin kan plazmadaki stabilitesinin
oldukga fazla oldugu ve sarkoma HSN timori olusturulmus siganlarda oldukga yiksek oranda

tutulum yaptigi bulunmustur (Brooks et al., 1999).

Nieweg ve grubu tarafindan yapilan bir diger calismada ise *°Co-BLM ve °’Co-BLM
bilesiklerinin  pozitron kamera kullanilarak akciger kanserinin teshis edilmesindeki
potansiyellerinin belirlemesine yonelik bazi ¢calismalar gergeklestiriimistir. Literatlirde *'Co-BLM
bilesiginin goriintileme g¢alismalari i¢in diger bilesiklerden daha Ustlin oldugu rapor edilmektedir
( Higashi et al., 1974; Eckelman et al.,1975). Fakat *'Co’nin yari-omrandn, ty,, 270 gln
olmasindan dolayl bu radyoaktif elemente bir alternatif aranmis ve yapilan bu calismada
kullanilan *°Co-BLM bilesiginin akciger kanserinin teshisinde °’Co-BLM bilesiginden daha Gstiin

oldugu tespit edilmistir (Nieweg et al., 1982).

1

Krohn ve arkadaslari '**| ile isaretli BLM bilesiginin farmakokinetigini ***In-BLM, *'Co-

BLM ve *'Ga-sitrat bilesikleriyle karsilastirarak incelemislerdir. Yapilan galismalarin sonucunda

'2_BLM ve *'Co-BLM bilesiklerinin in vivo kinetiklerinin benzer oldugu, isaretli bilesiklerin timor

dokusundaki tutulumlari karsilastirildiginda ise 1281.BLM bilesiginin *'Co-BLM, "In-BLM, *°Co-

123

BLM bilesiklerinden daha iyi bir tutuluma sahip oldugu saptanmistir. Dolayisiyla, BLM’'nin ~*"| ile

isaretlenmesi sonucu elde edilen bilesigin etkin bir timdr gdruntileme ajani olarak

kullanilabilecegi belirtiimigtir (Krohn et al., 1977).
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Hau ve grubu “In ile BLM'yi isaretleyerek bu bilesigin glioma, hepatoma, mammary

adenokarsinoma olusturulmus hayvanlar Uzerinde ki biyodagilimini incelemiglerdir. Biyodagilim

111

galismalari sonucunda In-BLM bilesiginin timor, kan, beyin, kalp, akciger, karaciger,

pankreas ve mide deki tutulumunun ®’Ga-sitrat'inkinden daha fazla oldugu tespit edilmis ve
sonug olarak '

(Hau et al., 1984).

In-BLM kompleksinin iyi bir timér gorintileme ajani olabilecedi s6ylenmistir

Meyers ve arkadaslari **’| radyoniiklidi ile BLM'nin A2 ve B2 izomerlerini stokiyometrik
olarak esit miktarlar alinarak kloramin-T, laktoperaz ve iyod-monoklorit ydntemleri ile
isaretlemisler ve sonug olarak en iyi baglanma verimini %80 olarak iyod-monoklorit ydnteminde

elde etmislerdir (Meyers et al., 1975).



Grove ve calisma grubu bir baska calismada kemoterapik ilag olan BLM'i *’Co, *In
*Ga, *Fe ile isaretleyerek Ehrlich karsinoma olusturulmus sigcanlar Gzerinde biyodagilim

111

c¢alismasi yapmiglardir. Elde edilen deneysel sonuglara gére ®’Ga-BLM ve "In-BLM'nin kan ve

karacigerden diger bilesiklere gore daha yavas atildigi saptanmis (Grove et al, 1973).

Bir baska calismada ise Tonikowski ve ekibi **'In-BLM ve In-klorit bilesiklerininin
beyin timori olusturulmus Yale-Swiss sicanlarinda ki farmakokinetigini incelemislerdir. Yapilan

bu ¢alismalarda 1 1

In-klorit bilesiginin maksimum timor tutulumu pH: 1.5 da %17 (%ID/g) ~*"In-
BLM bilesigininki ise %13,5 olarak bulunmus ve sonug¢ olarak "n-BLM ve ™in-klorit
bilesiklerinin her ikisinin de iyi bir tim&r goérintileme ajani olarak kullanilabilecegi saptanmistir

(Tonikowski et al., 1987).

Bu baglamda calismamizin amaci literatlirde degisik isaretleme yontemleri ve farkli
radyonuklidler kullanilarak isaretlenmis BLM’yi ve bu tarz bir galismada daha o6nce hig

kullaniimayan BLMG'i konvansiyonel yéntemlerden ve radyondiklidlerden farkli olarak B le
isaretlemek ve her iki isaretli bilesigin radyofarmasétik potansiyellerini deney hayvanlari

Uzerinde incelemektir.



2.0. GENEL BILGILER
2.1.Kanser

Kanser, giunimizin en onemli saglk sorunlarindan biridir. Sik goérilmesi ve
oldartculiginun yiksek olmasi nedeniyle de bir halk saghgdi sorunudur. Tani olanaklarinin
gelismesi ve saglik kuruluslarindan yararlanma olanaklarinin artmasi ile her yil daha ¢ok kanser
vakasi teshis edilmektedir. Tirkiye istatistik Kurumu'nun 2003 yili verileri, 6lim nedeni olarak,
kalp krizi, kalp yetmezlidi, hipertansiyon gibi kardiyovaskuler hastaliklarin % 42 ile ilk sirada,
kanserin ise % 12.9 ile ikinci sirada geldigini gostermektedir. Uluslararasi Kanser Arastirma
Merkezi'nin Turkiye ile ilgili 2002 yili verilerine gore, erkeklerde en sik gérilen kanser tirleri
arasinda ilk sirayr % 33.8 ile akciger kanseri almaktadir. Mide kanseri % 8.7 ile 2.sirada,
mesane kanseri % 7.8 ile 3.sirada, barsak kanseri % 6.7 ile 4.sirada, girtlak kanseri % 5.8 ile
5.sirada, prostat kanseri % 5.5 ile 6.sirada bulunmaktadir. Kadinlarda en sik gorilen kanser
tird % 24.2 ile meme kanseridir. Bu kanser turind sirasiyla barsak kanseri (% 9.3), mide
kanseri (% 6.9), yumurtalik kanseri (% 5.9), akciger kanseri (% 5.7) ve lésemi (% 5.4)
izlemektedir. Turkiye'de en sik 6lime yol acan kanser tirleri ise erkeklerde sirasiyla akciger
kanseri (% 40.2), mide kanseri (% 9.5), barsak kanseri (% 5.5) ve mesane kanseridir. (% 5.4).
Kadinlarda kanserden 6élimlerde meme kanseri (% 16.7) ilk sirada gelmektedir. Meme kanserini

% 9.3 ile barsak kanseri, % 9.1 ile mide kanseri ve % 8.2 ile akcider kanseri izlemektedir

(http://www.turkcancer.org), (www.atonet.org.tr).

2.2. Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser tedavi ydntemleri asagdidaki gibidir.

e Cerrahi

¢ Radyoterapi

e Kemoterapi

e Hormonal terapi

e Manyetik ila¢ hedefleme

Tedavinin se¢imi timoér dokularinin ve komsu dokularin muhtemel bdlimlerinin kesilip
¢ikariimasi, birlestiriimis kemoterapi, imminoterapi, radyasyon tedavisi veya bunlarin bir
kombinasyonunu igerebilir. Basarili bir tedavi i¢in kanser hicrelerinin tamamen temizlenmesi
gerekir. Bu sebeple cerrahi midahale uygulanabilir tedavi secimidir. Doku gevresi, icerigi ve
bolgesine bagh olarak her zaman cerrahi midahale mimkin olmayabilir. Bu gibi durumlarda
radyoterapi ve kemoterapi gerekli olur. Fakat bu tedavilerin uygulanmasi sirasinda bazi

zorluklar gézlenmistir.


http://www.turkcancer.org)/

Kemoterapi kanser tedavisi icin en yaygin yéntemdir. Kemoterapik ilaglar ¢ok etkili
olmalarina ragmen istenmeyen durumlara sebep olmasi, nispeten spesifik olmamasi ve toksik
etki gbstermesi gibi dezavantajlara sahiptir. Toksisite terapinin faydasinin azalmasina ve
istenmeyen etkilere sebep olur (Hafeli et al, 2003). Bir kemoterapi ilacinin etkili olabilmesi igin

her bir timar hiicresine ulagsmasi ve hiicre igerisine girmesi gerekir.
2.2.1. Kemoterapi

Kemoterapi, 6zellikle gogalan hticrelere karsi segici oldurici etkileri olan, dogal veya
sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi seklidir. 1960’1 yillara kadar
kemoterapi palyatif amagla, bazi klinik bulgularin azaltiimasi ve hastanin yasamini biraz daha
uzatmak amaciyla kullaniimistir. Ancak 1960l yillardan itibaren hticre kinetigi bilgileri ve kinetik
kavramlari kemoterapi protokollerinde uygulanmaya baslaniimistir. Hicre kinetigi hakkinda
bilgiler arttikga yeni ilaglar laboratuarlarda anti-kanser aktiviteleri agisindan arastiriimaya
baslanmistir. Yeni bir ilag gelistirilirken dnce hayvanlar izerinde tolere edilebilen toksisiteleri
arastinimakta daha sonra cgesitli timorlerdeki etkinligine ve elde edilen yanit oranlarina
bakilmaktadir. En son olarak ise randomize edilmis hastalarda kullanilarak sonuglarin

degerlendirmesi yapilmaktadir (Akyol, 2004).
2.2.2. Kanser Tedavisinde Kemo- ve Radyo- Terapinin Birlestiriimesi

Kanser tedavisinde kemo- ve radyo- terapinin birlikte kullaniimasi yeni bir ydntem olup,
bu uygulamada prodrug’in aglikon kisminin sitotoksitesi ile bu aglikona bagl uygun bir

125) 123 gibi) radyotoksisitesinin ayni prodrug (6n ilag) uzerinde birlestiriimesi

radyonuklid’in (
amagclanmaktadir. Bu tedavi yonteminde radyonuklid ile prodrug'in sirasiyla sitotoksik ve
radyotoksik etkileri ayni timor hdcresi igerisinde konsantre edilerek hasarin belli bir sekilde
artmasi saglanabilir. Etkili bir prodrug yuksek radyotoksik karaktere sahip uygun bir radyonuklid
(125I, 123) 2t vb) ile isaretlenebilir. Bdylece aglikon ve radyonuklid birlikte se¢imli olarak kanser
hlcresine tasinabilir.

Bu yontemin en 6nemli noktalarindan biri de radyonuklid tarafindan yayilan nikleer
radyasyonun timor hiicrelerinde etkili lokal bir hasara sebep olabilmesidir. Fakat burada énemli
bir husus, aglikona bagh radyoniklid’in saldigi radyasyonun menzili uzun ise, normal hicrelerin
de ciddi bir sekilde hasar gorebilmesidir. Bu sebepten dolayi, radyonuklid tarafindan yayilan
nikleer radyasyonlarin kisa menzile sahip olmasi ve timdr dokusunda yuUksek lineer ener;ji
transferine (LET) sebep olmasi istenir. Bu baglamda Auger elektronlari ve a-isini salan

radyonuklidler kullanilarak isaretleme yapmak uygun olur. Bu sekilde prodrug a-radyasyonu



veya Auger elektronlari salabilen bir radyonuklid ile isaretlenebilirse bu isaretli prodrug kanser

tedavisi uygulamalarinda genis bir uygulama potansiyeline sahip olabilir (Unak, 2000).

2.3. Yagsam Dongiisu (Hiicre Siklusu)

Kemoterapi prensiplerini ve nasil etki ettiklerini anlamak igin dncelikle normal yasam
dongusinidn (hicre siklusu) bilinmesi ¢cok 6nemlidir. Yasam doéngusinin baslica 5 énemli fazi
vardir:

1. GO fazi: Mitoz sonrasi hicrelerin dinlendikleri ve hiicre bélinmesine aktif olarak katiimadiklari
devredir. Bu fazda kemoterapétik ajanlarin etkisi yok denecek kadar azdir. Normal hucreler
zamanlarinin ¢ogunu GO fazinda gegirirler, bir uyaricinin etkisiyle ¢ogalan hicre haline
gegebilirler.

2. G1 fazi: Uyarilma sonucunda baslar. Hiicre Greme igin gerekli olan RNA, enzimler ve diger
proteinler sentez edilir. Hlicre bu dénemde kemoterapiye hassastir.

3. S fazi: Yeni DNA sentez edilir, hiicre bélinmeye hazirlanir. Hiicre bu fazi etkileyen ilaglara
hassastir.

4. G2 fazi: Mitoz igin gerekli protein ve RNA sentezi hizlanir.

5. M fazi: Mitoz fazidir. Dort safhada iki yeni hicre olusur. Bu iki yeni hicre ya yasam
donguslne girer (G1) ya da kemoterapiye direncli olarak GO fazinda istirahate ¢ekilirler. Aslinda
kanser hucreleri ve normal hlcreler benzer hicre sikluslarina sahiptirler. Kanser hucresiyle
normal hicre arasindaki en o6nemli fark, kanser hicrelerinde proliferasyonu frenleyen
mekanizmanin bulunmamasi ve organizmaylr O6lime gétiren duraksiz bir proliferasyon

(¢ogalma) icinde olmasidir.

2.4. Kemoterapotik ilaglar ve Ozellikleri

Kemoterapdtik ilaglari etkilerine gdre iki grupta inceleyebiliriz.

> Hiicre Siklusuna Bagiml ilaglar:
S fazina doniik ilaglar (Antimetabolitler): Hiicre metabolizmasini ve DNA sentezini bozarak
etki ederler. Methotrexate, 5-Flourouracil, Cytarabine, Procarbazine, 6 Tyoguanin, 6
Mercaptopurine gibi.
M fazina doéniik ilaglar (Bitki alkoloidleri): Ana hicreden iki yavru hicre olusmasini
engellerler. Vincristine, Vinblastine bu gruptandir.
G2 fazina doniik ilaglar (Anti-tiimor antibiyotikler): RNA, DNA ve protein sentezini

etkilerler. Bleomisin, Acytinomycin-D, Daunorubisin gibi.



> Hiicre Siklusuna Bagimsiz ilaglar:
Alkilleyici ajanlar: Hicre gekirdegini, DNA ve RNA sentezini etkilerler. Hizli ¢odalan
hlcrelerin 6limUne yol agarlar.
Nitrojen mustard, Cisplatin, Cyclophashamide, Procarbazine gibi hormonlar:
TUumor ortamini degistirerek bluyime ve ¢odalmayi engellerler, protein sentezini bloke
ederler.
Estrojenler, Kortikosteroidler gibi antibiyotikler: DNA replikasyonunu bozarlar.

Adriamisin gibi.

Cizelge 2.1. Hucre cekirdegi ve ribozomlarda DNA, RNA ve protein sentezi ile ilgili basamaklar

ve bazi antineoplastik ilaglarin etki yerleri (Kayaalp,1984).
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2.5. Bleomycin

Bleomycin (BLM) 1962 yilinda Dr. Hamao UMEZAWA ve arkadaslari tarafindan
Streptomyces verticillus’'un bir mayalanma Uriinu olarak kesfedilmis énemli bir glikopeptid yapili
antibiyotiktir. BLM’in iki tirG vardir. Bunlar BLM A2 ve BLM B2'dir (Sekil 1). Her ikisinin sitotoksik
etkileri DNA fragmentasyonuna neden olma yeteneklerinden kaynaklanir (Wu et al, 2007; Morel
et al, 2007; Weng et al, 2007; Brahim et al, 2007; Bolzan et al, 2007;Tam et al, 2007). BLM
DNA’ya baglanarak purin ve pirimidin bazlarinin ayriimasina neden olur, DNA sentezini inhibe
eder ve daha az bir derecede de RNA ve protein sentezi inhibisyonuna ve hucre déngusunde
hicrelerin G2 fazinda kiimelenmesine neden olur (Zuckerman et al,1986). Ge¢ G1, erken S ve
M doénemlerinde de etkilidir. Mide ve barsak kanalindan pek absorbe edilmez. Hastalarda
parenteral uygulanir ve vicutta kolayca dagilir. Cilt ve akciger hari¢, diger dokularda ¢abuk
inaktive edilir. Onemli éigiide bdbreklerden itrah suretiyle elimine edilir.

Etki spektrumu oldukca genistir. Anti-timor ajan olarak Hodgkin lenfoma, squamous
sarkoma, germ hucreli timor, testis kanseri, bas ve boyun kanserlerinin tedavilerinde
kullaniimaktadir (Jin et al, 2007). BLM’nin Ustlnlik teskil eden bir 6zelligi de kemik iligine
yaptigi hasarin hafif oimasidir.

En 6nemli toksik etkisi akcigerde pnémoni yapmasidir. Bu durum akciger fibrosisine
dénusebilir (Celikezen et al, 2008; Ozyurt et al, 2007; Ozyurt et al, 2006; Zhoua et al 2007;
Pinart et al, 2007). Hiperpigmentasyon, ciltte kalinlasma, el ayasi ve dirseklerde hiperketaroz
gibi cilt lezyonlarina siklikla sebep olmaktadir. Olduk¢a sik olarak bulanti, kusma, alopesi ve

alerjik reaksiyon (ates, UsUme titreme, cilt dékuntuleri) yapar.

HZN\]A/NH NH,
Y
N |N
N SN | NH -
CHj o
Cl) / s CHz HN o HY
N E HO™
R/I\M)\/\NH - NH ch o
s H |
OH
CHj
CHz /NH
.
A;: R= NHCH,CHH,C—S B,: R= NHCH,CH,CH, H3C—NH~(
N NH,
CHg

Sekil 2.1. BLM’nin A2 ve B2 izomerlerinin kimyasal yapisi.
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2.6. Kalite Kontrol Calismalarinda Kullanilan Kromatografik Yontemler

2.6.1. Kromatografi

Kromatografi, bir durgun ve bir hareketli faz arasinda molekiillerin diferansiyel
etkilesimlerine dayali bir ayirma teknigidir. Duragan faz sivi veya kati olabilir digeri ise sivi veya
gaz olabilir. Ayrilacak maddeler, durgun ve hareketli fazlar arasinda belirlenen bir ydonde hareket
ederek dagilirlar. Farkli maddeler farkli derecelerde dagilirlar ve bundan dolayi biri digerinden
ayrilir. Kromatografi diger yontemlerle ayrilmasi zor hatta imkansiz olan birbirine ¢ok benzer

bilesiklerin ayrilmasina da olanak saglar (Telefoncu et al, 2000).

2.6.1.1. ince Tabaka Radyokromatografisi (TLRC)

Radyofarmasotiklerin  radyokimyasal safliginin saptanmasi icin ¢ok genis capta
kullanilan bir yontemdir. TLC plakalari, destek maddesi (aliminyum, plastik, cam gibi) tUzerine
bir adsorbanin kaplanmasiyla olusmustur. Adsorban maddeleri ise ¢gogunlukla sellloz, silikajel
ve aliminyum oksit gibi maddelerdir. Bu yéntemde tabanindan yaklasik 0.5-1 cm yukseklikte
merkez noktaya érnek uygulanmis olan ince tabaka seridi, iginde uygun bir ¢ézgen bulunan
tank icerisine batirilir. Bu tankin ¢dézgenle doyurulmus bir atmosfere sahip olmasi gerekir.
Cozgen hareketli, adsorban ise durgun faz olarak adlandirihr. Cbzgen ¢bzlnebilen
radyofarmasatiklerin adsorban boyunca tasinimini saglarken durgun fazin elektrostatik ¢ekim
kuvvetleri ¢esitli radyokimyasal dzelliklerin tasinimini geciktirir. Bu etki radyokimyasal 6zelliklerin
hareketli fazla farkh g¢oziinebilirlige sahip olmasindan dolay farkli hizlarda tasinimina sebep
olur. Béylece adsorban boyunca radyofarmasétik ve radyokimyasal safsizliklar ayrilmis olur. Bu
radyokimyasallarin farkh 6zelliklere sahip olmalari nedeniyle durgun ve hareketli fazlar
arasindaki iliskiye gore farkli dagihm gosterirler. Cogunlukla kullanilan c¢bzgenler; hekzan,
kloroform, dietil eter, etil asetat, n-batanol, aseton, izopropil alkol gibi organik maddelerdir. Bu
¢odzgenler bir veya birka¢ ¢ézgenin bilesiminden olusan sistemler de olabilir.

Tank i¢inde bulunan TLC seritinde ¢dzgen istenilen mesafeye tasindiktan sonra, serit
tanktan c¢ikarilir. Oda sicakhiginda kurutulur ve serit orijinden itibaren 5 mm pargalar halinde
kesilir. Her bir parga sintilasyon detektoriinde sayilir ve sayima (cps) karsi kat edilen mesafe
grafigi gizilerek kromatogramlar elde edilir.

Her bir radyokimyasal bilesenin tasinim mesafesi R; (relative front) degeriyle ifade edilir.
Bu mesafeler orijinden ¢ézgenin tasindigi nokta ve radyokimyasal bilesenlerin konsantre oldugu

mesafe orijinden dlgllerek tespit edilir.
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Sekil 2.2. ince tabaka kromatografisi (TLC).

Tespit edilen R; degerleri radyofarmasétigin radyokimyasal safliginin hesaplanmasinda 6nem
tagirlar (Yurt, 1998).

2.6.1.2. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yuksek performans sivi kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography) en
yaygin olarak kullanilan analitik tekniklerden biridir. HPLC’de bir karisimdaki bilesenlerin
ayrilmasinda sivi hareketli faz kullanilir. Bu bilesenler ilk olarak ¢ézgende ¢dzunurlegtirilirler ve
daha sonra yiksek basing altinda kromatografi kolonundan gegmeye zorlanirlar. Kromatografik
bir kolonun ayirma guici; kolon boyu ve uzunluk basina teorik plaka sayisi ile artmaktadir.
Ancak kolon uzunlugunun artmasi pik yayllmasina sebep olmaktadir. Teorik plaka sayisi ise
sabit fazin kiiglk pargacik boyutuna sahip olmasi ayirma gucunu iyilestirmektedir. Ancak
pargacik boyutu kiguldikge, hareketli fazin akisina direng buyur. Bu ise kolonda geri basing
olusturur ve stasyoner fazin matriks yapisina zarar verir. Boylece eluent akisi ve ayirma gucu
azalir. Son yillarda kolon kromatografi teknolojisindeki gelisme ile yiksek basinglara dayanikh
kolon dolgu maddeleri ile yiksek basing altinda ¢alisabilen sistemler gelistiriimistir. Baglangicta
basing, modern sivi kromatografisinin temel kriteri olarak disinulmekteydi ve bu nedenle
Yiiksek Basing Sivi Kromatografisi olarak adlandiriimaktaydi. Ancak bu ginimizde gecersiz
kabul edilmektedir. Clinkl yiksek performans yalniz basincin degil birgok faktériin birlesmesiyle
ortaya ¢ikmaktadir. Bu faktorler:

» Dar bir dagilim araliyinda ¢ok kuguk partiktllerin kullaniimasi,
» Uniform gézenek boyutu ve dagilimi,

» Yuksek basingta kolon paketleme,
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» Dogru, dusuk hacimli érnek enjektorleri,
» Duyarli, dusik hacimli dedektorler,

> lyi pompalama sistemi kullanimi

olarak siralanabilir. Bu nedenlerden dolay! Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi terimi
kullaniimaktadir.

HPLC'nin diger klasik tekniklere gore kiyaslamasi vyapildiginda kicik boyutlu
paslanmaz celik kolonlarin kullaniimasi, partikil boyutlar ¢ok kugik (3.5-10 ym) matrikslerin
kullaniimasi, yuksek i¢ basing ve kontrolli akis hizi saglanabilmesi, érnek gereksinimlerinin az
olmasi, surekli akis dedektorleri ile kiiguk miktarlarin tayinine olanak saglamasi, otomasyona
musait olmasi, hizli analiz ve yiksek ayirma giclne sahip olmalari nedeniyle ¢ok yonli
uygulamalara daha acik oldugu gorilmektedir. Kromatografik ayirma islemi 6rnek molekdllerinin
hareketli faz ve sabit faz arasinda paylasimindan ibarettir. Ayirma performansi bilesenin
allkonma ve band genisleme faktoriine baghdir. Band genisleme genelde bir kinetik
parametredir ve adsorbanin partikdl blayukligu, porosite (gézenek) boyutu, kolon boyutu, sekli
ve doldurma performansina baghdir. Diger yandan alikonma, bu parametrelerin yani sira
molekdler ylzey etkilesimleri ve toplam adsorbent yuzeyine de baglidir.

Kromatografik alikonmayi bulmanin en kolay yolu ilgili bilesigin enjeksiyon noktasi ve
dedektdr cevabinin maksimumlari arasindaki zamanin Olgimuudir. Bu parametre genelde
alikonma zamani (Retention time, R,) olarak adlandirilir. R; eliientin akis hizi ile ters orantihdir.
HPLC cihazlar genelde, hareketli faz deposu, pompa, enjektdr, kolon, dedektdr ve kaydedici
(veya veri sistemi) icerirler. Sistemin kalbi ayirmanin gerceklestirildigi kolondur. Sabit faz ym
boyutlu por6z partikillerden olusur, bu nedenle hareketli fazin kolondan gegisi icin ylksek
basing pompalarina ihtiyag vardir. Kromatografik islem kolona 6rneg@in enjeksiyonu ile baslar.
Bilesenlerin ayriimasi analit ve hareketli fazin kolona pompalanmasi ile devam eder. Ayrilarak
ellie olan her bir komponentin pikleri kaydedilir. Eliie olan bilesenlerin dedeksiyonu énemlidir.
Kullanilan dedektére gore secimli veya Universal olabilir. Her bir komponent igin alinan dedektor
cevabi bir kaydedici veya bilgisayar ekraninda kromatogram olarak goérintilenir. Kromatografik
verilerin toplanmasi, saklanmasi ve analizi, bilgisayarlar ve diger data islemcileri kullanilarak

yapilir (Telefoncu et al., 2000).
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2.6.1.3. Sivi Kromatografisi (LC)

Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri birbirine ¢ok yakin
bilesenlerden olusan karigimlari, timuyle, kolayca ve kisa slrede ayirmak olanakhdir.
Kromatografide durgun faz, bir kati veya kati ylizeyine kaplanmig bir sivi fazdir. Durgun fazin
Uzerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi fazdir. Hareketli fazin sivi oldugu kromatografi
turine Sivi Kromatografisi denir. MS Ozellikle ¢ok cgesitli organik maddelerin su ve atik su
icerisinde analiz edilmesinde LC ve GC ile birlikte kullanilan bir yéntemdir. MS aslinda bir
cihazdir ve LC veya GC’ye verilen numunedeki molekiilleri veya iyonlari kutlelerine goére
siniflandirabilen bir cihazdir. Analizi yapilacak madde hizli elektron akimlari ile bombardiman
edilerek buharlastirilip iyonize edilirler ve olusturulan elektrik akimi yardimi ile iyonize hale
gelen iyonlar bu elektrik alan yardimi ile gaz akimindan gekilirler ve segilen uygun bir detektor
yardimi ile hem nitelik hem de nicelik olarak farkli adirliklardaki partiklller kaydedilir. MS
sisteminde m/z orani dnemlidir. Her bir organik molekilin pargalanmasi igin belirli bir yik alma
kapasitesi yani, m/z degeri vardir. Bulunan (m/z) degerlerinden yararlanilarak bilesige ait

fragmanlar bulunabilir (Medine, 2008).
2.7. Lipofilite

Lipofilite, bilesigin lipit faza ilgisidir ve bilesigin in vivo lipit biyolojik membranlari gegme
kabiliyetini gosterir. Biri su digeri organik olmak tzere (birbiri icinde ¢ézinmez) iki sivi arasinda

test edilen bilesigin dagiima katsayisi olarak o6l¢ilur. Standart organik faz olarak n-oktanol tercih

edilir. C"“éﬂ orani P dagihm katsayisi olarak verilir ve kantitatif yapi-dagihm iliskilerinde bu

su

deger log P olarak ifade edilir.

Hidrofilik safsizhdin kiguk miktari kompleksin lipofilite degerindeki gdézlenen dagiima oranini
onemli derecede dusurebilir (Yurt, 1998). n-Oktanol, basit bir fosfolipid membran modeli olarak
secilen bir organiktir. Fakat ilacin kan-beyin bariyeri veya deri igine girisini tahmin etmekte ciddi
kusurlar gostermektedir. Lipofilite, ila¢ bilesiginin biyolojik sistemde dagilimini tahmin etmekte
kullanilan ¢ok yararl bir parametredir. Peptidlerin, proteinlerin ve enzimlerin biyolojik aktivitesini,

ilag dagihm bilgisini ve dozaj formulasyonunun saptanmasi i¢in hidrofobite ve lipofilite dnemlidir.

n—oktanol

Peptid’in biyolojik transport dzelliklerini anlamada ile cogu zaman iyi bir yol gostericidir.

Peptidlerin cogu hidrofilik 6zellige sahiptir (Ertay, 2004).



14

2.8. Radyofarmasotik

Radyofarmasi, radyofarmasoétiklerin hazirlanmasi, kalite kontroli ve uygulanmasi ile
ugrasan bilim dahdir. Radyofarmasoétikler ise insanlarda teshis ve tedavi amaci ile kullanilan
bilesiminde radyonuklid igeren ilaglardir.

Gindmiz Nukleer tibbinda hemen hemen radyofarmasétiklerin % 95'i teshis % 5'i ise
tedavi amaciyla kullanilir. Radyofarmasoétikler pek ¢ok durumda izleyici miktarlarda
kullanildiklari i¢in farmakolojik etkiye sahip degillerdir. Bu durumlarda herhangi bir doz-cevap
iliskisi gostermezler ve bdylece de konvansiyonel ilaglardan farkllik gésterirler. insanlara
verildikleri i¢in steril, pirojensiz olmalidirlar ve bir konvansiyonel ila¢ igin gerekli tim kalite

kontrol élgiimlerine tabidirler.

Radyofarmasétik  terimi yaygin - olarak  kullaniimasina ragmen radyoizleyici,
radiodiagnostic agent, igaretli izleyici gibi terimler de cesitli gruplar tarafindan kullaniimistir.
Sonradan kullanilan bu isimlendirmeler, bu bilesiklerin gercek anlamda ila¢ olarak degil primer
olarak teshis amagli ajanlar olarak kullanildiklarini savunur. Bu goéruslerin aksine, FDA
(Amerikan Gida ve ilag Kurumu) radyofarmasdétikleri, teshis veya tedavi ajanlari olmalarina
bakmadan ila¢ olarak kategorize eder. Dikkat edilmesi gereken bir diger nokta da
radyokimyasallar ile radyofarmasétikler arasindaki farkliliktir. Radyokimyasallarin sterilite ve
nonpirojenite eksikliginden dolayr insanlara verilmesi uygun degildir. Diger taraftan
radyofarmasatikler steril ve nonpirojendirler ve insanlara guvenle verilebilirler. Radyokimyasallar
steril ve nonpirojen hale getirilseler bile ila¢ ruhsatlama ile ilgili ulusal ve uluslararasi mevzuatlar
tamamlanmadan radyofarmasoétik olarak kullanilamazlar.

Bir radyofarmasoétik; radyonuklid ve ligand olmak uzere iki kisimdan olusur.
Radyofarmasoétiklerin kullaniglihgi bu 2 kismin 6zellikleri ile belirlenir. Bir radyofarmasétigin
dizayninda oncelikle bir organ iginde lokalize olacak veya organin fizyolojik fonksiyonuna
katilacak ligand secilir. Daha sonra uygun bir radyonuklid, secilen liganda takilir, bu isleme
isaretleme denir. Radyofarmasétigin verilmesinden sonra, ondan yayilan radyasyonlar bir
radyasyon dedektoru ile algilanir. Boylece morfolojik yapi veya organin fizyolojik fonksiyonu
belirlenebilir. Bir radyofarmasétigin insana verilmesi icin gtivenli ve nontoksik olmasi gereklidir.
Vicuda verilen radyofarmasoétiklerden yayilan radyasyonlar gama kamera ile kolayca
saptanabilir (Durkan, 2008).
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2.9. Radyoaktif iyod izotoplari
2.9.1. Iyod-131

iyod periyodik tabloda halojenler olarak bilinen VII A gurubunun bir Gyesidir. Dogal
iyod’'un atom numarasi 53, nétron sayisi 74 ve kitle numarasi 127 dir. Yapay iyod izotoplari
ndtron sayisi 74 den az veya fazla olacak sekilde yapilir. iyod’'un 115 den 141 kiitle numarasina
kadar radyoizotoplari vardir. Nikleer tip ¢alismalar i¢in iyod’'un en uygun radyoizotoplari 123)

1241 125 ye 31 dir (Avcibasi, 2004).

131
53 I

07729 het
PRSiE

0.8570

06370
Yo |¥g 0.4048

¥ 0.3544
. 0.H12

¥ 0.163%
Y 0.0801

¥ 1Y, oo
131

Sekil 2.3. *'I'in bozunma semasi (Dilman, 1975).

131 127

I'den 4 notron fazladir. *!l izotopu nétron bollugu sebebiyle
131 131

I'in nétron sayisi

negatif beta bozunumu yapar ve kararli **'Xe izotopu olusur (Sekil 2.3). **'l ve *'Xe’ in temel

¥in bozunumunda birkag B gegisi

enerji dizeyi arasindaki degisim enerjisi 971 keV dir.
mevcuttur. Sekil 2.3'de gosterildigi gibi, maksimum enerjisi 607 keV olan B-isini salinir ve bu
enerji B ve antindtrino (7)v arasinda paylasilir ve 364 keV'lik y-isini olarak uyariimis **'Xe
cekirdeginin temel duzeye gecisinde salinir. y-iginlarinin enerjisi yliksek olmasi sebebiyle
goriintilemede yiiksek enerijili kolimatorler kullanilir. **'1 yaptigi B 1simasi nedeniyle terapi igin
uygun bir radyonlklid olmakla birlikte goérintileme calismalarinda da kullanilabilmektedir.

¥1rin yari dmru 8 gundur. Bu sure kullaniimak istenen radyofarmasétigi ticari olarak hazirlamak

131

icin uygun bir raf dmruddr. =1 B salinimindan dodan yiksek radyasyon dozundan dolayi

goruntileme i¢in kullaniimaz. Bunun yaninda tiroid kanserlerinin tedavisinde ylksek dozda
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kullaniimaktadir. ***

I'in avantajlari su sekilde siralanabilir; ekonomiktir, 364 keV’lik y-radyasyonu
ideal bir goruntileme radyonuklidine gore yuksek olmakla birlikte organ goérintileme igin
kullanilabilir ve y-isinlari pahalli olmayan sintilasyon dedektorleri ile dedekte edilebilir (Yurt,
1998; Kowlsky and Perry, 1987).

131

| U-235in fisyonundan asagidaki reaksiyona gore reaktérde dretilir (Kahn and
Kleinberg, 1977).

235U (n,f) 131-[-e —p. 131|

130Te (n'v) 131-[-e _ - 131|

2.9.2. iyod-125

27 den 2 noétron daha

125 cekirdegi 53 proton ve 72 nétrona sahiptir. Nétron sayisi
azdir. **°| nétron eksikligi nedeniyle elektron yakalama (EC) bozunumuna ugrar ve yari kararli
125MTe’e donisiir (Sekil 2.4). Bu bozunumda gegis enerjisi 178 keV dir. 178 keV enerjiye sahip
olan nétrino (v), uyariimig °Te'in gecisinde 143 keV’lik enerji tasir ve 12Te’in temel duzeyine

gecisinde 35 keV’lik y 1sin1 salinir.

125I
53 60.0 + 0.5 giin

0.15 MeV

100 % ELEKTRON YAKALAMA
(80 % K, 20 % L)

125
SDZ]TG 1.6 x 10 saniye

0.0354 MeV

93 % IC DONUSUM
(80% K, 11 % L, 2 % M)
7 % v - ISIMASI

125
Te
52 Y

Sekil 2.4. *°I'in bozunma semasi (Charlton and Booz 1981).
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25'in yari dmriiniin uzun olmasi ve diisiik gama isimasi nedeniyle radyoimmunoassay

e M gore radyoisaretleme

gibi in vitro ¢alismalar i¢in uygun bir radyonuklittir. Bu sebeple
kullanimi igin daha uygundur. Ayrica B radyasyonunun olmamasi nedeniyle de radyolitik
bozunmasi azdir (Yurt, 1998).

Reaktorde Uretilir ve Gretim metotlari asagidaki reaksiyonlarda oldugu gibidir (Kahn and
Kleinberg, 1977).

124Xe (n,Y) 125 Xe > 125|

125 125|

Te (p,n) _
*Te (d,2n) —_— 29

2.10. iyodinasyon Metodlan

I olusturmak icin bazi radyoiyodinasyon metodlari kullanilir. Bunlardan en g¢ok
kullanilanlari asagida verilmistir (Amersham, 1993).
1. iyod metodu: Bu metodda protein % 10-30 arasinda denatiire olur. Ciinkii ortamda soguk

iyod vardir. isaretli (iriiniin spesifik aktivitesi epeyce azalmistir.

I, + KI + ', + 2RH  — R™®! + K™*!l + RI + 2HI, RH:organik bilesik

127

2. ilyod monoklorid metodu: Radyoaktif iyod, seyreltik HCI icinde stabil | ile denge
halindedir. Baglangicta bilesige 6zel pH ve 1sida direkt olarak eklenir. Baglanma verimi % 50-80

arasindadir.

3. Kloramin T metodu: Kloramin T, N-monokloro-p-toluensulfonamidin’in sodyum tuzudur ve
orta derecede yiikseltgen bir ajandir. Bu metod'da énce Na™'l ve yiikseltgen ajan olarak

kloramin T katihr. Sonra bu isaretlenecek bilesige eklenir. Bu metodda stabil 127

| yoktur.
Baglanim yizdesi yaklasik %90 civarindadir. Yalniz kloramin T reaktif substans oldugundan
proteinleri denatlire edebilir. Bu nedenle bazen orta derecede yukseltgen olan sodyum nitrit

veya sodyum hipoklorit yerine kullanilabilir.

4. Elektrolitik metod: Baglanacak bilesik ve radyoaktif iyod karisimi elektroliz edilir. Baglanma

verimi yaklasik % 80 civarindadir.

5. Enzimatik metod: Bu metodda radyoaktif iyod ve isaretlenecek bilesik karisimina

laktoperoksidaz, kloroperoksidaz veya nM dlzeyde hidrojenperoksit ilave edilir. Hidrojen
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peroksit radyoaktif iyodu reaktif iyoda ylkseltger. Proteinde denatliirasyon veya organik bilesikte

degisim minimal dizeydedir. Baglanma verimi % 60-85 arasindadir.

6. Konjugasyon metodu: Bu metodda baglangigta N-slksimidil-3-(4-hidroksifenil)-propiyonat
(NSHPP), kloramin T metodu ile radyoiyodlastirilir ve karisimdan ayrilir. Kuru benzende
radyoiyodlanmis N-SHPP ticari olarak elde edilebilir. Baglanma verimi yiksek degildir.

Proteinde denatlirasyona veya organik bilesikte dedisime neden olmaz.
7. Demetalasyon metodu
8. lodojen metodu

9. iyodo-bead metodu

diger uygulanan yéntemlerdir.
2.10.1. iodojen yontemi

iodojen'in (1,3,4,6-tetrakloro-3a,6a-difenil-glikouril) (Sekil 5) kendisi suda ¢oziinmez
ancak sulu ¢dzeltilerde heterojen olarak iyod’un ylkseltgenmesini sagdlayarak hizli iyodinasyonu
saglar. Bu nedenle bu yéntemde yan reaksiyonlar ihmal edilebilir diizeydedir. iodojen ile
iyodiiriin  oksidasyonu gercekleserek (I*) retilir ve aromatik halkaya elektrofilik yer
degistirmeyle iyodun baglanmasi gergeklesir (Unak et al, 1997). Siiphesiz ki radyoiyodlanmis
iodojen bir organik solvent ile kolaylikla cam yiizeyden alinabilir. iodojen kloroformda veya
diklorometanda ¢6zinmesi ve kloroformun ugurulmasiyla iyodinasyonun yapildidi kabin
duvarlarinda tabakalagsmayi saglar ve reaksiyon kati fazda iodojen'in bulundugu kapta reaksiyon
¢cOzeltisi ayrilarak sonlandirilir. Sonu¢ olarak bir kimyasal bilesigin elektrofilik substitisyon
Uzerinden radyoiyonidasyonu igin iyi 6zellikleri olmamasi durumunda, iodojen’in kendi kendine
radyoiyodlanmasi s6z konusu olacaktir ve bu nedenle radyoiyonidasyon verimi azalir (Unak et
al, 2001). 31 jle isaretli anti-body bilesikler kanser tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Genellikle radyoaktif iyod ile isaretleme iodojen yéntemiyle basit bir proses ile gerceklestirilir.
Serbest iyod birikimi kolaylikla ortadan kaldirilabilir. Onceden hazirlanmis tiiplerin 0-5°C'de alti
ay muhafaza edilebilecegi rapor edilmis olmakla birlikte 3 aydan uzun surelerde verimin distigui

g6zlenmis (Medine, 2008).
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Sekil 2.5. iodojen’in kimyasal yapisi.

2.11. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Biyolojik sistemlerde meydana gelen kimyasal reaksiyonlari katalizleyen veya
hizlandiran protein yapisindaki spesifik maddelere Enzim denilir. Enzimler canli hucreler
tarafindan sentez edilen protein yapisinda maddelerdir. Bu proteinlerin karakteristigini ¢ok
spesifik olmalari teskil eder. Yani, enzimler gogunlukla belirli maddeler arasindaki reaksiyonlari
katalize ederler. Enzimlerin etki yaptiklari maddeler genellikle sadece tek ve belirli bir maddedir.
Bazen enzimler birbirlerine ¢ok yakin 6zellikler gésteren maddelere de etki yapabilirler. Enzimin
protein yapisi etki yapacagl maddeyi ve katalize edecegi reaksiyonun seklini tayin eder. Pek az
enzim mevcut protein yapilari ile etkili olurlar, cogunlukla enzimlerin etkili hale gecebilmeleri i¢in
aktive edici bir ek maddeye ihtiyaglari vardir (Bingdl, 1977). Enzimin spesifik olarak etki yaptigdi
maddeye Substrat denilir. Enzimatik bir reaksiyon sonucu substrattan olusan maddeye Uriin adi
verilir. Enzimler etkinligi yuksek olan molekiller olup milyonlarca substrat molekilinin

reaksiyonunu hizlandirabilmektedir (Biber, 2004).

2.12. Biyotransformasyon

Biyotransformasyon canli bir organizmanin bir molekilde kimyasal dedisiklikler
olusturma sirecidir. Yagda ¢ozinebilen (lipofilik) ilaglar biyolojik membranlardan kolaylikla
gecerek etki yerlerine ulasirlar. Yagda ¢6zinurlik ilacin vicuttan atilimini (eliminasyon) kisitlar.
ilaclarin yapisal degisiklige ugramadan bébrekler yoluyla atilmalari toplam ilag eliminasyonunda
blylk bir rol oynamaz. Cunki lipofilik maddeler bobreklerde glomertiler filtrasyona ugradiktan
sonra buyik oranda renal tubullerden geri emilirler. Bu nedenle, endojen olarak Uretilmeyen,
vicuda vyabanci, farmakolojik, endokrinolojik veya toksikolojik aktivitesi olan maddeler
(Ksenobiyotikler) biyolojik aktivitelerinin sonlandiriimasi ve vilcuttan atiimalari i¢in suda
¢6zinme Ozelligi yuksek hidrofilik maddelere ddnustiridlmeleri gerekir. Biyotransformasyon

islevsel acidan kisaca polarizasyon olarak da tanimlanabilir. Biyotransformasyon reaksiyonlari
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sonucu genellikle vicuttan atilimi kolay olan polaritesi yluksek ve inaktif metabolitler olusur
(Detoksifikasyon). Bunun yani sira, ilaglardan inaktif metabolitlerini olusturan bir¢ok metabolik
biyotransformasyon reaksiyonlari vicutta sentezlenen (Endojen) bilesikleri biyolojik aktivitesi
olan metabolitlere de dénusturebilirler (Biyoaktivasyon).

ilaclarin metabolik doniisiimleri genellikle enzimler araciligi ile gergeklesir. Biitiin
dokularda bir 6lglide metabolik aktivite olmakla birlikte ila¢ biyotransformasyonunda rol oynayan
enzim sistemlerinin bulundugu temel yer karaciger'dir. Bobrekler, mide-barsak kanali, deri ve
akcigerler de 6nemli metabolik kapasitesi olan diger organlardir.

ilag metabolize edici aktivitenin biiyiik bdlimi hiicre igi bir organel olan endoplazmik
retikulum (ER) ve sitozolda bulunur. Bunun yani sira, ilaglar mitokondri, nikleus membrani ve
plazma membraninda da biyotransformasyona ugrarlar. Dokular homojenize edildikten sonra
kademeli olarak degisik hizlarda santrifiij edilirse ER pargalanir ve membran parcalari mikrozom
adi verilen mikrovezikilleri olustururlar. ER’de bulunan ilag¢ metabolize-edici enzimlere bu
nedenle mikrozomal enzimler ad verilir. Faz | reaksiyonlarinda yer alan enzimler 6zellikle ER’de
bulunurlar. Faz Il konjugasyon enzim sistemleri ise ¢gogunlukla sitozoliktir. ER’de bir Faz |
reaksiyonu ile biyotransformasyona ugrayan bir ilag ayni hicrenin sitozolik fraksiyonunda
konjuge olur (Sekil 2.6).

Bazi ilaglar
dogrudan Faz 11

reaksiyonuna
girebilir.

| ;

. , y Konjugasyon
flag m Kimyasal tiirev m ronugasyon
' uiriinleri (genellikle

inaktif)

Oksido/Rediiksiyon:

CYP450 sistemi UGT: glukuronidasyon

NAT: N-asetilasyon
SULT: sulfasyon
MT: metilasyon

Hidroliz: Esteraz,
amidaz ve proteazlar

Sekil 2.6. ilac metabolizmasinin iki fazi. CYP450, sitokrom P450; UGT, Uridin difosfat

glukuronosiltransferaz; NAT, N-asetiltransferaz; SULT, sulfotransferaz; MT, metiltransferaz.
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2.12.1. Faz | ve Faz Il Biyotransformasyon Reaksiyonlari.
ilag biyotransformasyon reaksiyonlari Faz | ve Faz Il reaksiyonlari olmak (lzere iki

cesittir:

2.12.1.1. Faz | reaksiyonlari

Ana bilesige ya islevsel bir grup ekler ya da ana bilesikteki islevsel bir grubu maskeler.
Faz | reaksiyonlari genellikle farmakolojik aktivitenin kaybolmasina neden olmakla beraber ilag
aktivitesinin gecikmesine ya da artmasina da neden olabilir. Faz | biyotransformasyon Urunleri
hizla idrar igine atilmazlarsa endojen bilesiklerle reaksiyona girerek suda ¢oézunurliglu ¢ok
yuksek olan konjugatlari olustururlar. Seyrek olarak, metabolizma sonucu ilacin farmakolojik

aktivitesi de degisebilir. Faz | sisteminin temel enzimi Sitokrom P450 (CYP450)dir.

2.12.1.2. On-ilag (prodrug)
Farmakolojik olarak inaktif bilesikler olan on-ilaglar aktif tlirevinin etki yerinde maksimum
diizeye erismesi icin tasarlanmiglardir. On-ilaglar hizli bir sekilde biyolojik aktivitesi olan

metabolitlerine donustaralirler (cogunlukla ester ya da amid baginin hidrolizi ile).

2.12.1.3. Faz Il konjugasyon reaksiyonlari

Ana bilesikteki islevsel grubun kovalent bag ile glukuronik asit, asetat, sulfat, glutatiyon,
aminoasit ile baglanmasina neden olur. Polaritesi yuksek olan bu konjugatlar genellikle inaktif
olup idrar ya da fecez ile vicuttan atilirlar. Ancak, morfinin glukuronid metaboliti morfinden daha
etkilidir. En 6nemli Faz Il reaksiyonunu glukuronidasyon reaksiyonudur. Bu reaksiyonun olmasi
icin gerekli olan enzim UGT (Uridin difosfat glukuronosiltransferaz)'dir. Bu reaksiyon neticesinde
glukuronik asit igerdigi gesitli hidroksil (-OH) gruplar ve bir karboksil (-COOH) grubu nedeniyle

kovalent baglandigi bilesigin suda ¢dzunarliguni artirir.

2.12.2. Enterohepatik dongi

Bazi yiksek molekil agirlikli konjugatlar safra igine itrah edilirler. ince barsak jejunum
mukozasinda ya da intestinal bakterilerde bulunan B-glukuronidaz enzimi aracihdi ile ana bilegik
konjugattan ayrilir. EgJer serbestlesen ilag molekuliu lipofilik Ozellikte ise gastrointestinal
kanaldan absorbe edilerek tekrar sistemik dolasima geger. Bu olaya katilan ilacin vicuttan
atilimi gecikir ve etkisi uzar.
2.13. Glukuronid Olugsumu

Glukuronidler monosakkaritlerin asetal bilesikleridir. Glukuronid, glukuronik asitin asetal
hidroksilinin bir baska maddenin alkol grubu ile tepkimeye girerek meydana getirdigi bilesige
denir (Telefoncu, 1988).
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Glukuronidasyon igin gerekli olan substratlar fenol, karboksilik asit, alkol, ve aromatik
asitlerdir. Glukuronidasyon islemi uridin difosfat glukuronik asit (UDPGA) kofaktéri varliginda
gerceklesir ve reaksiyonu katalizleyen enzim UDP-glukuronil transferaz'dir (UDPGT) (Sekil 2.7).
UDPGT enzimi karacigerde endoplasmik retikulum icinde lokalize olmustur. ilag molekdillerinin
glukuronid konjugatlari suda ¢dzlnebilir polar yapilar olup vicuttan safra veya idrar yolu ile
disari atilmaktadir (Avcibasi, 2004).

2.14. B-Glukuronidaz enzimi

Hidroliz yapan enzimler (Hidroksilaz) sinifina giren en énemli enzimlerden biri olan f3-
glukuronidaz, glukuronid tirevi bilesiklerin deglukuronidasyonunu gergeklestirir. Bu durum, 8-
glukuronid baginin enzim tarafindan kopartilmasi seklinde meydana gelir. Bdylece, glukuronid
bilesigine bagli olan grup (Aglikon) yapidan ayrilmis olur. Bu enzimler ilaglarin, endistriyel
kimyasallarin, karsinojenlerin, besin katki maddelerinin, pestisitlerin ve insan yapimi
substratlarin konjugasyonlarini saglayarak organizmayi birgok toksik maddenin yarattigi zararli
etkilerden koruyabilme 6zellikleri vardir.

B-Glukuronidaz enzimi daha ¢ok dalak, karaciger ve endokrin bezlerinin mikrozomal
fraksiyonlarinda bulunur (Medine, 2008). Karaciger mikrozomlarindan B-glukuronidaz enziminin
izole edilebilmesi igin, birgok arastirmaci taze sigan karacigeri kullanarak deneysel ¢alismalar
yapmistir. Son yillarda yapilan calismalarda bazi kanser dokularinda bu enzimin normal
dokulara gére gok daha yiiksek aktivite gésterdigi rapor edilmistir (Unak et al, 2003; Unak et al,
2002; Unak et al, 2005; Avcibasi et al, 2008).

Hidroksilaz

(‘fg;(siK n.«wAl:_JBE)

OH

UDP - Glukuronil Transferaz

(ToksIK KISIM )
& COOH
O H
H HO
H OH

Glukuronid Bilesigi
(suda ¢6zinar)

Sekil 2.7. Karacigerdeki glukuronidasyon mekanizmasinin sematik gésterimi.
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3.0. MATERYAL ve METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

e iyod-131 (Na'®'1) (Monrol A.S, Tiirkiye)
e Trishidroksiaminometan

e Kalsiyum klorur (CaCly) (Merck)

e Hidroklorik Asit (HCI) (Merck)

e Asetonitril (CH3CN) (Merck)

e Tris Buffer (Merck)

e Amonyum Asetat (NH,OOCCHs)

o Etil Asetat (Merck)

e Etil Alkol (C,Hs0OH) (Merck)

e Kloroform (CH3;OCI) (Merck)

o Asetik Asit (CH;COOH) (Merck)

e N-butanol (CH3(CH,)30OH) (Merck)

e Amonyak (NH3) (Merck)

e Sitrik Asit Monohidrat (Merck)

. Sodyum Hidroksit (NaOH) (Ricdel-de-haen)
e Diklorometan (CH,CIl,) (Ricdel-de-haen)
e lodojen (Fluka)

e Bleomisin Suilfat (Fluka)

e pH=7 Tamponu (Merck)

e n-oktanol (Merck)

e Serum Fizyolojik (SF) (% 0,9 NaCl ¢ozeltisi)
e TLC-SG (Merk-5552)

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

e RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gama sayim sistemi

e HPLC Shimadzu (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-10A UV dedektdrli, FRC-10A
franksiyonlama kolektérlU.

e Bench-Top Centrifuge (Nive) Type= NF 800R

e Denver Instrument (TB-224A) (Hassas Terazi)

e Biodex Medical Systems (Atomlab 100 Dose Calibratér) Type=086-251

e Niive Sanayi Malzemeleri imalat Ve Ticaret A.S Water Bath NB5
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e TLRC Kuvetleri (Sigma)

e GE Infinia Cift bagsh Gama Kamera (Hacarmal, Tirat, Israel)
3.2. Bleomycin-glukuronid’in (BLMG) Enzimatik Yontemle Sentezi

6 mM CacCl,, 10mM UDPGA ve 1mM DTT igeren 50 mM Tris tamponunun (pH = 8)
5 mL’sine, protein de@eri saptanmis olan mikrozomal enzimden 119 pL (1.5 mg protein) ilave
edilmis ve bu karisim 10 dk 37°C’de su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. 10 dk’nin
sonunda 500 pL (0.5 mg) BLM karisima ilave edilmis ve tepkime ayni sicaklikta 18 saat daha
inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra 300 yL asetonitril tepkime karigsimina ilave edilmis ve
karisim 5200 rpm de 10 dk boyunca santriflij edilmistir (Zihnioglu, 1992; Biber et al, 2004;
Avcibasi et al, 2008). Bu slirenin sonunda supernatant iginde bulunan BLMG’in tepkime verimi

HPLC cihazinda pik alanlarinin orani g6z éntine alinarak hesaplanmistir.
3.3. iyod 'l ile igaretleme Galismalan
3.3.1. BLM’in "'l ile igaretlenmesi

isaretleme calismasi BLM, Kl ve iodojen’nin (1:2:1) stokiyometrik oranlari kullanilarak
yapilmistir. Bunun igin, 200 pyL (1 mg) BLM, 100 yL (1.11mg) KI ve 1,5 mL (1.5 mg) CH,Cl,
3.5.1 kisminda anlatilan sekilde hazirlanan bir iodojen tlplnin igerisine konulmus ve tepkime
24 saat boyunca oda sicakliginda gergeklestiriimistir. Bu slrenin sonunda iodojen tiptinden

alinan ¢ézelti HPLC ve LC-MS/MS c¢alismalarinda kullaniimistir.
3.3.2. BLMG’in 'l ile isaretlenmesi

3.3.1 kisminda verilen stokiyometrik oranlar ve isaretleme prosedurinin aynisi
kullanilarak BLMG'in **| ile isaretlenmesi gergeklestiriimistir. isaretieme sonunda, isaretlemenin
olup olmadiginin tespit edilebilmesi i¢in iodojen tipinden alinan bir miktar ¢ézelti HPLC ve LC-

MS/MS cgalismalarinda kullaniimistir.
3.4. inaktif Bilegenler igin Kullanilan Kromatografik Yontemler
3.4.1. Yiiksek Basing (Performans) Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yuksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) calismalari dusuk basingh LC-10Atvp
dortli pompa ve (SPD-10AV)UV dedektériine sahip olan Shimadzu marka HPLC cihazinda
yapiimistir. Bu ¢alismada uygulanan kromatografik kosullar Cizelge 3.1‘de verilmigtir. BLM ve

BLMG’e ait kromotogramlar ise 4. bélimde verilmistir.
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Cizelge 3.1. Inaktif bilesenler igin HPLC ydnteminde uygulanilan kromatografik kosullar.

Kolon EC 250/ 4,6 NUCLEODUR 100-5 C18 (250 x 4.6 mm |.D.)
Analitik Kolon (Macherey- Nagel)

Akis hizi 1 mL/ dk

Dalga boyu 260 nm

Kolon sicakligi |25 °C

Mobil faz %100 Amonyum asetat tamponu (10mM)

3.4.2. Sivi Kromatografisi (LC)

Sivi kromatografi kiitle spektrometresi (LC/MS) ile yapi tayini analizleri Ege Universitesi
ilagc Arastirma Merkezinde yapilmistir. Sentezlenen bilesikler Agilent LC-MSD SL ion trap
(Agilent HPLC 1100 binary pump, degasser, autosampler, column oven) cihazinda LC/MS
teknigi ile incelenmisgtir.

BLM ve BLMG’e ait LC/MS/MS sonugclari ve yapiya ait belilenen m/z degerlerine ait

fragmanlar ise 4. boélimde verilmigtir.

3.5. BLM ve BLMG’in **'l ile isaretleme Calismalari
3.5.1. lodojen Film Kapl Tiiplerin Hazirlanmasi

1 mg taze iodojen 1.5 cm yaricaph bir deney tlpu icerisinde yaklasik 1 mL CH,Cl,’da
¢6zUlmis ve bu karisim CH,Cl, nin buharlagmasi igin buzdolabinda +4°C’de 1 giin boyunca
bekletilmistir. Bu slrenin sonunda tlp icerisindeki iodojen’in cam yuzeyine bir film tabakasi

seklinde kaplanmasi saglanmistir.

3.5.2. BLM’in "*'l ile isaretlenmesi

13 pL (25 pg) BLM, 500 uL 37 MBq (1 mCi) Na*®| ve 487 uL deiyonize su 6nceden
hazirlanan bir iodojen tipUndn igerisine konulmus ve herhangi bir karistirma islemi yapilmadan
tepkime 15-20 dk siresince oda sicakliinda gercgeklestiriimistir. Bu slirenin sonunda 34.7 MBq
(939 pCi) / 900 pL **'1-BLM elde edilmis ve isaretli bilesige ait baglanma verimi TLRC yontemi

kullanilarak hesaplanmistir.
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3.5.3. BLMG’in "*'l ile isaretlenmesi

Glukuronidasyon reaksiyonu sonucu elde edilen 100 pL (25 pg) BLMG, 500 pL, 37 MBq
(1 mCi) Na**'l ve 400 pL deiyonize su bir iodojen tiipiiniin igerisinde 3.5.2 kismindaki kosullar
kullanilarak tepkimeye sokulmus ve bu surenin sonunda 34.2 MBq (926 uCi) / 900 yL Bl BLMG

elde edilmistir.

3.6. Analiz ve Kalite Kontrol islemlerinde Kullanilan Kromatografik Yontemler
3.6.1. ince Tabaka Radyokromatografi (TLRC) Yoéntemi

TLRC calismalarinda 1.5x10 cm’lik pargalara ayrilmis silika kapli TLC tabakalar (Merck
5552) kullanilmistir. Tabakalarin tabanindan 0.5 cm yukarisina igaretli ¢ozeltiler kapiler
yardimiyla damlatiimis ve damlatilan érnekler tabaka Uzerinde kuruduktan sonra agzi kapali
olan TLC tanklarina uygulama noktasi degmeyecek sekilde konulmustur. Cézgen tabaka
Uzerinde tepe noktasinin yaklasik 1-2 cm asagisina kadar yuridikten sonra TLC tabaka tank
icinden cikarilip oda sicakliginda kurutulmus ve kontaminasyonu 6nlemek igin Uzeri izolobantla
kaplanmistir. B e yapilan calismalarda bu tabakalar 0.5 cm parcalar halinde kesilerek
numaralandiriimis, kesilen 0.5 cm’lik pargalarin radyoaktivitesi Cd(Te) dedektérli RAD501 tek
kanalli gama-sayim sisteminde sayilmis ve radyoaktif maddenin tasindigi mesafe ¢ézicinln
ilerledigi mesafeye boliinerek R; degerleri tespit edilmistir. Sayim (cps) ve kat edilen mesafe
degerleri grafige gecirilerek TLRC kromatogramlari elde edilmis ve baglanma verimleri pik
alaninin sayimi toplam sayima bélinerek hesaplanmistir. Kalite kontrol ¢alismalarinda isaretli
bilesiklerin baglanma verimini elde etmek icin deneyler en az 8 kez tekrarlanmistir. Kalite
kontrol calismalarinda BLM ve BLMG’e ait baglanma verimleri TLRC-5 banyo sistemi

kullanilarak hesaplanmistir.

Sekil 3.1. Ornek damlatma ve kromatografi yiiriitme iglemi.
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3.6.2. isaretli Bilesiklerin Lipofilite Degerlerinin Tayin Edilmesi
3.6.2.1. n-Octanol / Su Oranin Bulunmasi

Bu calismada BI_BLM ve Y-BLMG 6rneklerinin lipofilite degerleri tayin edilmistir.
Bunun igin 100 pL isaretli bilesik icerisinde 200 uL n-oktanol ve 200 pL pH 7 tampon ¢ozeltileri
bulunan bir deney tlpune ilave edilmis, karisim 15 dk oda sicakhdinda vortekslendikten sonra
2500 rpm de 30 dk santriftj edilmistir. Santriflj sonunda alt faz (su) ve ust faz (oktanol) ayrilarak

Noktanol

aktiviteleri dlclimus ve orani ile log P degerleri hesaplanmistir. Denemeler her bir 6rnek

su

icin 3 kez tekrar edilmistir.

3.7. insan Kan Serumunda Stabilite Tayini

Bu calisma isaretli bilesiklerin fizyolojik ortamdaki stabilitelerini tespit etmek amaciyla
yapilmis ve calismada kan serumu kullaniimistir. *'I-BLM ve ™'I-BLMG’in serumdaki
stabilitesini tespit etmek igin 100 uL (25 ug) 4.58 MBq (124 uCi) isaretli 6rnek 300 pL kan
serumuna ilave edilmis ve karisim 37°C’de 24 saat inkibe edilmistir. 0., 30., 60., 180. ve 1440.
dk’larda 0.05 mL’lik 6rnekler alinmis ve O&rneklerin baglanma verimleri bulunarak isaretli

bilesiklerin her biri igin Baglanma verimi-zaman grafikleri gizilmistir.
3.8. Erkek Albino Wistar Siganlar Uzerinde Yapilan Biyodagihm Galigsmalari

Biyodagilim ¢alismalarindan bir giin dnce tiroid’deki iyod tutulumunu bloklamak igin Ki,
konsantrasyonu 10 mg/L olacak sekilde si¢anlarin icme sularina ilave edilmis ve bu suyun 1
gece boyunca siganlar tarafindan igilmesi saglanmigtir. Calismalarda 180-200 g’k 9'ar adet
erkek Albino Wistar sigan kullaniimistir. 25%er ug BLM ve BLMG, 92,5 MBq (2.5 mCi) Na™!l ile
3mg/2mL’lik iodojen tupleri kullanilarak iki kademede isaretlenmigtir. Elde edilen igaretli
¢ozeltilerden her hayvana kuyruk veninden 0.1 mL (1 pg) madde enjekte edilmistir. Enjektorlere

cekilen aktivite her biri icin yaklasik 3.7 MBq / pg olarak alinmistir.

Enjeksiyon ©ncesinde ve sonrasinda enjektor aktiviteleri Cd(Te) dedektort ile
sayllmistir. Siganlar 30. 120. ve 240. dk’lar sonunda eter ortaminda sakrifiye edilerek 6nceden
daralari alinmis olan kuguk kaplar icerisine belirlenen organlar alinmistir. Her organa ait tartim
degeri ve aktiviteleri Cd(Te) dedektori ile ikiser kez dlglilmus, bu aktivitelerin ortalamalari ve her
bir organ igin gram basina disen doz degerleri (%ID/g) hesaplanmistir. Elde edilen veriler
kullanilarak *'I-BLM ve **'I-BLMG'nin her ikisi igin organlara ait %ID/g-zaman grafikleri Excel

programinda cizilmigtir.
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3.9. Erkek Albino Tavsanlar Kullanilarak Yapilan Sintigrafik Caligmalar

Radyoaktif ***

| ile isaretli BLM ve BLMG’in tavsanlarin biinyesine verilmesi halinde nasil
bir géruntl verecekleri ve dokularda belirgin bir birikim gosterip gdstermeyeceklerinin tespiti igin
sintigrafi calismalari yapilmistir. Bu ¢alismalar Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Niikleer
Tip Anabilim Dal’nda GE Infinia Cift bagh Gama Kamera (Hacarmal, Tirat, Israel) kullanilarak

gerceklestiriimistir.

Sintigrafi calismasinda kullanilan **'I-BLM ve ™'1-BLMG bilesikleri 3.5.2 kesimindeki
kosullar kullanilarak isaretlenmis ve isaretli bilesikler ksilazin-ketamin karisimi ile genel anestezi
yapiimis, agirliklar yaklasik 2.5-3 kg arasinda olan ve bir tutucu Uzerine sirt Ustli bagli olarak
yerlestirilen iki adet erkek tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilerek isaretli bilesiklere ait sin
tigrafiler belli siireler sonunda alinmistir. ilk sintigramlar enjeksiyonu takip eden 30 dk sonunda
hem statik ve dinamik olarak digerleri ise sirasiyla 120 dk ve 240 dk sonra sadece statik olarak
alinmistir. Dinamik gérintiler 60 s’lik 30 frame seklinde statik gorintiler ise 650 kcountluk
sayimlar sonunda elde edilmistir. Yapilan sintigrafik ¢calismalarindan elde edilen géruntiler ve

yapilan yorumlar 4. Bélimde verilmistir.

3.10. istatistiksel Analizler

Biyodagilim sonucu elde edilen sonuglarin SPSS 13 programi kullanilarak istatistiksel
analizleri (Univariate Variance Analyses and Pearson Correlation) Varyans Analizleri ve
Pearson Korelasyonu yapilmistir. Her bir organdaki gram basina disen aktivite hesabi
yapildiktan sonra 1B ile isaretli BLM ve BLMG bilesiklerinin organlar arasindaki iliskileri
Pearson Korelasyonu uygulanarak %95’lik glven araliginda degerlendiriimeye calisiimistir. Bu

konuya iligkin sonuglar 4. Bélim’de yer almaktadir.
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4.0. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. BLM ve BLMG’e ait HPLC Sonuglari

BLM ve BLMG kullanilarak yapilan HPLC c¢alismalarinda kullanilan kromatografik
kosullar ve elde edilen kromatogramlar sirasiyla Cizelge 4.1’de ve Sekil 4.1,ve Sekil 4.2’de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. HPLC yonteminde uygulanilan kromatografik kosullar.

EC 250/ 4,6 NUCLEODUR 100-5 C18 (250 x 4.6 mm 1.D.) Analitik
Kolon
Kolon (Macherey- Nagel)

Akis hizi 1 mL/ dk

Dalga boyu 260 nm

Kolon sicakligi | 25°C

Mobil faz %2100 Amonyum asetat tamponu (10mM)

1,5
1,0

05

0,0 f ] /,ff

Minutes

Sekil 4.1. BLM’e ait HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.2. BLMG’e ait HPLC kromatogrami.

Yapilan HPLC calismalardan elde edilen tim kromatogramlar 260 nm’de UV dedektori
kullanilarak elde edilmistir. BLM ve BLMG'’in R, degerleri sirasiyla 2.86 dk ve 3.14 dk olarak
tespit edilmistir. R; surelerinin farkli olmasi ve BLMG’e ait kromatogramda tek bir pikin

g6zlenmesi enzimatik olarak sentezlenen BLMG’in basariyla sentezlendigini desteklemektedir.
4.2.?"1-BLM ve *'I-BLMG’e ait HPLC Sonuglari

BLM ve BLMG’in inaktif iyod (127I) ile isaretleme calismalarinda BLM, Kl ve iodojen igin
stokiyometrik olarak (1:2:1) oranlari alinmis ve bu bilesikler iodojen yontemi kullanilarak
isaretlenmistir. isaretieme islemlerinden sonra yapilan HPLC calismalarindan elde edilen 1271

BLM’e ve **"I-BLMG'e ait kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4'de verilmigtir.

1.5

1.0
mVolts

0.5+

BLM 2.86

0.0

Minutes

Yesil: UV dedektoriinde alinan BLM bilesigine ait pik. Mavi: UV dedektériinde alinan **I-BLM
bilesigine ait pik.

Sekil 4.3. BLM ve **'I-BLM’ye ait HPLC kromatogramlari.
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Mavi: UV dedektdriinde alinan **’I-BLMG bilesigine ait pik. Yesil: UV dedektoriinde alinan
BLMG bilesigine ait pik.

Sekil 4.4. BLMG ve **’I-BLMG’e ait HPLC kromatogramlari.

Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’den goruldugu gibi 271 le isaretli bilesikler, BLM ve BLMG’kinden

farkh piklere ve R; surelerine sahiptirler. Bu sonuglar BLM ve BLMG’in her ikisinin de 271 jle

isaretlendigini desteklemektedir.

4.3. Molekiiler Yapinin Belirlenmesi

4.3.1. LC/MS/MS Sonuglari

271 le isaretli bilesikler kullanilarak yapilan HPLC calismalarindan sonra, bu bilesiklerin

molekdler yapilarinin tayin edilmesine yoénelik LC/MS/MS c¢alismalari gerceklestirilmistir. 127
BLM’e ve ?’I-BLMG'e ait elde edilen spektrumlar ve incelenen bilesiklerin gesitli fragmanlarina

ait m/z degerleri ise sirasiyla Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3'de verilmigtir.
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Cizelge 4.2. ".BLMG'in LC/MS/MS spektrumunda gbézlenen cesitli fragmanlarina ait m/z

degerleri.

Fragman m/z Fragman m/z
OH
1. 193,1 |6. 288,3
2 5785 |7. 481,4
BN JO
3 L, 90,1 g |"ne 147,2
L
H30\8+/\/\NH |
| \CH 172,2 |
CH
4 3 2 9 H3C\S+/\/\NH \ NH; 218,3
(|:H3 SH
|
CHy N:<
j{k‘ 218,2 QN” 192,9
OH 10.
5.
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Cizelge 4.3. 21.BLM’in LC/MS/MS spektrumunda g6zlenen cesitli fragmanlarina ait m/z

degerleri.

Fragman m/z Fragman m/z

i s 279,3 426,1
1. HSC\/\NHJKQN\W/(N/)\/CH3 6.
\ S
Kb N =\ 405,1 310,2
2 © s N 7

NH,
I\f 224,2 0 172,2

146,1

HoN NH
2 2 318,3
- :
4. ﬂ N 9.

NH, I
N:<
H,N NH,
5, ﬁ/b 102,1 | 10. QN“ 192,9
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Fragman m/z Fragman m/z
HaC ™ 90,1
11 126,7 | 13. P
CHs

| |147,2

12. ﬁ(b Iﬁ( 736,4 | 14. | O S
2 N k/NH OH |
CHg

NH\/\O\\ : .

H,N “OoH

CH3 o OH H,O

4.4. %" ile isaretli Bilesiklerin Kalite Kontrol Calismalan

4.4.1. ince Tabaka Radyokromatografi (TLRC) Sonuglan

TLRC calismalarinda kullanilan banyolar Cizelge 4.4'de verilmistir. isaretli bilesiklere
(**"1-BLM, 131I—BLMG) ve radyoaktif bilegenlere (131|+ ve ') ait Ry degerleri ve elde edilen
radyokromatogramlar ise sirasiyla Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8'de verilmistir.

Cizelge 4.4. Kalite kontrol galismalarinda kullanilan TLRC banyolari.

TLRC 1 | Etil Asetat-Etil Alkol (1:1)

TLRC 2 | Kloroform (CHCI3)-Asetik Asit (CH;COOH) (9:1)

TLRC 3 n-bitanol  (C4HyOH)-Etil  Alkol (C,HsOH)-Amonyum  Hidroksit  (0,2N
NH,OH)(5:2:1)

TLRC 4 | Kloroform (CHCI3) %100

TLRC 5 | Sitrat Tamponu ( Sitrik Asit Mono Hidrat) %100 (10mM) pH:6

TLRC 6 | n-batanol (C4HsOH)—-Su (H,0)-Asetik Asit (CH;COOH)( 4:2:1)
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Cizelge 4.5. isaretli bilesiklere ve radyoaktif bilegenlere ait R; degerleri.

Ry
Banyo Cozeltisi B.BLM B.BLMG B 181
TLRC 1 0,07 0,00 0,00 0,00
TLRC 2 0,05 0,00 0,00 0,00
TLRC 3 0,00 0,06 0,06 0,56
TLRC 4 0,06 0,00 0,00 0,00
TLRC5 0,87 0,04 0,90 0,82
TLRC 6 0,94 1,00 1,00 0,38

Cizelge 4.5'de verilen R; degerleri incelendiginde TLRC-1, TLRC-2 ve TLRC-4
banyolarinda isaretli bilesiklerin ve bilesenlerinin hi¢ birisinin yirimedigi, TLRC-3 banyosunda
da "*'I-BLMG ve " ait R; degerlerinin birbirleriyle cakistiklari, TLRC-6 banyosunda ise **I-
BLM ve “Y-BLMG'in R¢ degerlerinin farkh olmasina karsilik BLBLMG ve “Y'e ait R;
degerlerinin ayni oldugu gorilmastir. Oysa TLRC-5 banyosunda isaretli bilesiklerin ve
radyoaktif bilesenlerin Ry degerlerinin hepsinin birbirinden farkl olarak tespit edilmistir. Bittn bu
radyokromatografik galismalarin sonucu olarak, TLRC-5 banyosunun en uygun banyo sistemi
oldugu belirlenmis ve bundan sonra yapilacak olan tim TLRC galismalarinda her iki isaretli

bilesik icin bu banyonun kullaniimasina karar verilmigtir.

TLRC kromatogramlarindan yararlanilarak isaretli bilesige iligskin pikin toplam alanina
karsilik gelen sayimlar, toplam sayima bdélunerek baglanma verimleri hesaplanmistir. Baglanma
verimleri 8 deneyin (n=8) ortalamasi alinarak *'I-BLM ve "*'I-BLMG igin sirasiyla %90 ve % 60

olarak bulunmustur.
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90
80
70
60
50
40
30
20
10

sayim/s (cps)

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 7,5 8 85

kat edilen mesafe (cm)

Sekil 4.5. **'-BLM’in TLRC-5 banyosu kullanilarak elde edilen radyokromatogrami.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

sayim/s (cps)

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 7,5 8 85

kat edilen mesafe (cm)

Sekil 4.6. 1¥1_BLMG'in TLRC-5 banyosu kullanilarak elde edilen radyokromatogrami.
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250 ~

200 -

150 -

100 -

sayim/s (cps)

50 -

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8

kat edilen mesafe (cm)

Sekil 4.7. Na™'I'in TLRC-5 banyosu kullanilarak elde edilen radyokromatogrami.

60 -

50 -

40 -

30 -

20 A

sayim/s (cps)

10 -+

S

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 7,5 8 85

kat edilen mesafe (cm)

Sekil 4.8. ™*!1”in (yiikseltgenmis iyod) TLRC-5 banyosu kullanilarak elde edilen

radyokromatogrami.
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4.5. n-Octanol / Su orani (Lipofilite) Sonuglari

131_BLM’in deneysel olarak lipofilite (LogP) degeri -2,67+0,07 (n=3) olarak bulunmustur.

BLM’nin teorik lipofilite degeri ise ALOGPS programi kullanilarak -0,52 olarak verilmistir

131

(www.drugbank.com). ~"I-BLMG’in deneysel LogP dederi de -0,68+0,1 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.6’da B1BLM ve Y-BLMGe ait deneysel ve teorik lipofilite degerleri

verilmistir. BLM ve **!I-BLM'nin lipofilite degerleri incelendiginde BLM’ye baglanan **'I'tin

BLM’nin lipofilitesini azalttiyi sonucu ortaya gikmaktadir. Oysa baska yapilan galismalardan

B31pin lipofiliteyi arttirdigi bilinmektedir. Bu baglamda Miiftller ve arkadaslari tarafindan yapilan

bir calismada 31 jle isaretli Tamoxifen’nin lipofilitesinin Tamoxifen’e gore daha buylk oldugu

belirtiimektedir (MUftiler at al, 2008). 31 jle isaretli BLM’ye ait deneysel lipofilite degerindeki bu
fark iyod’'un BLM’ye tuz formunda baglanmasiyla iligkili olabilecedi seklinde yorumlanmistir. 181
BLM ve "“-BLMG'e ait deneysel lipofilite degerleri karsilastirildiginda ise bu degerlerin bir
birinden farkli oldugu ve glukuronid tiirevine ait olan LogP degerinin digerininkine gére daha
blylk oldugu gorilur. Diger taraftan ACDLABS programinda ykli bilesiklerin lipofilite degerleri
hesaplanamadigindan yUkli yapilar olan 131.BLM ve 131I-BLMG’ye ait teorik lipofilite degerleri

Cizelge 4.6'da verilememistir.

Cizelge 4.6. inaktif ve isaretli BLM bilesiklerinin teorik ve deneysel LogP degerleri.

Bilesik Teorik LogP Deneysel LogP
BLM -0,52 -
BLMG - -
Bh.BLM - -2,67%0,07
BY.BLMG - -0,6810, 1

4.6. Serumda Stabilite Sonuglari

B1.BLM ve ™'I-BLMG'in % Baglanma verimi-zaman degisimine ait grafikleri sirasiyla
Sekil 4.9 ve Sekil 4.10'da verilmistir. **'1-BLM ve *'I-BLMG'’in 37°C’de kan serumundaki stabilite
galismalarinda sitrik asit mono hidrat (% 100) banyosu kullanilarak yapilan TLRC sonuglarina
gore BH.BLM'in 0. dk ve 180. dklara ait isaretieme verimleri sirasiyla %65 ve %61, BBLMG'in
ayni surelerdeki verimleri ise %61 ve %50 olarak él¢climustir. Bu sonuglara gore 1B1.BLM ve
131

I-BLMG’in kan serumundaki stabilitelerinin dlgiimlerin gerceklestirildigi 24 saat siresince

yaklasik olarak %60-65 oraninda kararli oldugu bulunmustur.


http://www.drugbank.com/
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Sekil 4.9. *'I-BLM’in kan serumundaki stabilitesi.
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Sekil 4.10. *'1-BLMG’in kan serumdaki stabilitesi.

Bu kapsamda Konikowski ve arkadaslari in vitro ortamda “"In-BLM ve 'In-klorit

Mn-BLM’nin insan kan serumunda 3 saat

bilesiklerine ait yaptiklari kinetik calismalardan
kararli kalabildigini rapor etmiglerdir (Konikowski et al, 1975). Jalilian ve arkadaslarinin
20171*_BLM kompleksinin timér goriintiilemede kullanabilirligini belirlemek icin yaptiklari baska

291713 jyonunun daha yilksek bir baglanma verimiyle BLM'nin A, izomerine

bir ¢alismada,
baglandigini ve olusan 20171.BLM bilesiginin 37°C’de insan kan serumundaki stabilitesinin 3 giin

oldugunu tespit etmislerdir (Jalilian et al, 2006). Ayni grubun yaptidi bir baska calismada ise
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%27n-BLM bilesiginin insan kan serumunda ve sigan kan serumundaki stabilitelerini azot
atmosferi altinda 6lgmusler ve sonug olarak isaretli bu bilesigin stabilitesi igin bulduklari 6 saatlik
surenin ayni bilesigin goérintileme ajani olarak kullanilabilmesi igin uygun bir stre oldugunu
belirtmislerdir. (Jalilian et al, 2003).

Yukarida verilen literatir bilgileri dogrultusunda farkl radyoniklidler ile isaretli BLM igin
verilen stabilite degerlerinin bizim ¢alismamizda buldugumuz sonuglarla uyum igerisinde oldugu

go6riimektedir.

4.7 Albino Wistar Siganlar kullanilarak *!I-BLM ve *'I-BLMG Ait Biyodagihm Galismasi

Sonuglari

B1.BLM ve -BLMG'nin biyodagilim galismalarinda agirliklari 180-200 g arasinda
degisen Albino Wistar cinsi erkek siganlar kullaniimistir. Biyodagilim galismalari her iki bilesigin
enjeksiyonundan sonra 30., 120. ve 240. dK'lar igin degerlendirilmistir. Her bir zaman noktasi
icin Uger adet sigan kullaniimis ve sonuglar bu t¢ deneyin (n=3) ortalamasi olarak verilmistir.
BBLM ve *1-BLMG’e ait biyodagilim sonuclar sirasiyla Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8 de

zamana karsi gizilen organlara ait %ID/g degisimleri ise Sekil 4.11 ve Sekil 4.20 de verilmistir.
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Cizelge 4.7. "1-BLM bilesiginin siganlara enjeksiyonundan sonra gegen 30, 120 ve 240 dk

sonunda siganlardan c¢ikarilan farkl organlara ait % ID / g (organ) degerleri.

;(/;r';aﬁ] )9’ 30 dk. 120 dk. 240 dk.
Kalp 0.18£0.01 0.15£0.04 0.06£0.03
Akciger 0.4620.27 0.3920.02 0.18£0.05
Karaciger 0.78£0.28 0.27+0.07 0.09+0.05
Bébrek 0.34£0.18 0.27+0.06 0.07+0.04
i. Barsak 0.3840.09 0.2540.13 0.0740.02
K. Barsak 0.08£0.06 0.55£0.00 0.33£0.07
Mide 4.49+0.87 4.39+1.41 1.400.61
Dalak 0.1620.14 0.15£0.05 0.09£0.06
Pankreas 0.33£0.05 0.20£0.08 0.12£0.04
Kas 0.11£0.06 0.08£0.04 0.06£0.05
Bas 0.07+0.05 0.08£0.01 0.03£0.01
Yag 0.11£0.08 0.12+0.03 0.10£0.08
Tiroid 0.19£0.02 0.43£0.47 0.2640.17
Mesane 3.07£0.93 4.37+2.98 0.46£0.08
Kan 0.40£0.29 0.33£0.05 0.16£0.07
Testis 0.66£0.10 0.10£0.02 0.05£0.02
Prostat 0.50£0.22 0.93£0.37 0.32£0.10
omurilik 0.33£0.13 0.2840.02 0.19+0.24
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Sekil 4.11. *'1-BLM bilesiginin Albino Wistar sicanlardaki biyodagilimi.
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Sekil 4.12. 181 BLM bilesiginin segilmis bazi organlarda organ/kan oranlari.
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Sekil 4.13. *'1-BLM bilesiginin secilmis bazi organlarda organ/kas oranlari.

131-BLM

[y
(3}

10

5 M testis/kan

organlara orani

0 - M testis/kas
30 120 240

Testis doksundaki %(ID / g)
degerinin hedef olmayan

zaman (dk)

Sekil 4.14. **"1-BLM bilesiginin testis dokusundaki % ID / g degerinin hedef olmayan (kan ve

kas) organlara orani.
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131-BLM

[EEN
(%2}

M prostat/kan

0 4 M prostat/kas
30 120 240

Prostat doksundaki %(ID / g)
degerinin hedef olmayan
organlara orani

]

zaman (dk)

Sekil 4.15. 1¥_BLM bilesiginin prostat dokusundaki % ID / g degerinin hedef olmayan (kan ve

kas) organlara orani.

131-BLM

[EEY
(2}

=
o

organlara orani
w

m omurilik/kan
JJ_J m omurilik/kas

30 120 240

o
I

Omurilik doksundaki %(ID /g)
degerinin hedef olmayan

zaman (dk)

Sekil 4.16. 1¥_BLM bilesiginin omurilik dokusundaki % ID / g degerinin hedef olmayan (kan ve

kas) organlara orani.
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181-BLM

- 15
S 10 |
O
5 ° B kc/kan
o) 0 - m kc/kas
S 30 120 240

zaman (dk)

Sekil 4.17. **'I-BLM bilesiginin karaciger dokusundaki % ID / g degerinin hedef olmayan (kan ve

kas) organlara orani.

1311-BLM

10
g 8
(@]
= 6
2 4 M testis/bobrek
o T
- 2 B prostat/bdbrek
9 oA = =
= omurilik/bdbrek
> 30 120 240

zaman (dk)

Sekil 4.18. ¥.BLM bilesiginin segilmis bazi organ/bdbrek oranlari.

1311-BLM
12
c 10
S I
o 8 .
S 6 [ testis/kc
5 4 prostat/kc
X 2 I ]: omurilik/kc
0 =1 . .
30 120 240
zaman (dk)

Sekil 4.19. 181 BLM bilesiginin segilmis bazi organ/karaciger oranlari.
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Cizelge 4.8. ™*'1-BLMG bilesiginin siganlara enjeksiyonundan sonra gegen 30, 120 ve 240 dk

sonunda siganlardan c¢ikarilan farkl organlara ait % ID / g (organ) degerleri.

(Ogr';)aa )g 30 dk 120 dk 240 dk
Kalp 0.13£0.06 0.06£0.01 0.05£0.03
Akciger 0.34%0.22 0.3920.21 0.07+0.05
Karaciger 0.24.£0.16 0.0920.03 0.1220.10
Bobrek 0.35:0.23 0.20£0.10 0.12£0.05
I Barsak 0.17£0.10 0.12£0.04 0.17£0.14
K. Barsak 0.52%0.34 0.3320.20 0.20£0.11
Mide 1.19£0.20 1.16£0.28 0.81£0.38
Dalak 0.27+0.08 0.09+0.05 0.06£0.01
Pankreas 0.23:0.13 0.18£0.10 0.03£0.01
Kas 0.13£0.06 0.10£0.05 0.05£0.02
Bas 0.04%0.02 0.04%0.02 0.02%0.01
Yag 0.24+0.06 0.10£0.03 0.04£0.02
Tiroid 0.70£0.12 0.17£0.02 0.20£0.07
Mesane 1.540.33 3.32+1.61 1.38+1.42
Kan 0.47%0.20 0.16£0.07 0.1320.10
Testis 0.05£0.01 0.15£0.15 0.06£0.01
Prostat 0.53£0.01 0.39:0.18 0.11%0.08
Omurilik 0.61%0.35 0.43%0.31 0.17£0.17
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Sekil 4.20. *'1-BLMG bilesiginin Albino Wistar sicanlardaki biyodagilimi.
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N m organ/kan 120
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Sekil 4.21. B.BLMG bilesiginin secilmis bazi organlarda organ/kan oranlart.
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Sekil 4.22. ™*'1-BLMG bilesiginin secilmis bazi organlarda organ/kas oranlari.

1B1-BLMG

organlara orani

2 T M testis/kan
0 _A_J_,_‘ M testis/kas

30 120 240

Testis doksundaki %(ID / g)
degerinin hedef olmayan

zaman (dk)

Sekil 4.23. **'I-BLMG bilesiginin testis dokusundaki % ID / g degerinin hedef olmayan (kan ve
kas) organlara orani.
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131-BLMG

[EnY
w

10

M prostat/kan

organlara orani
(9]

]
30 120 240 prostat/kas

Prostat doksundaki %(ID / g)
degerinin hedef olmayan

zaman (dk)

Sekil 4.24. B_BLMG bilesiginin prostat dokusundaki % ID / g degerinin hedef olmayan (kan ve

kas) organlara orani.

5 131.BLMG
9§
FE_ 5
< EE
xS ©
3e5 10 T
c g ©
28s T
Se § 5 m omurilik/kan
£O
%%° 0 ® omurilik/kas
5 30 120 240
zaman (dk)

Sekil 4.25. *'1-BLMG bilesiginin omurilik dokusundaki % ID / g degerinin hedef olmayan (kan ve
kas) organlara orani.
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- B.BLMG
9 c
88 25
gs_
358’
g2 15
286 1
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g“ 30 120 240
zaman (dk)

Sekil 4.26. ™'1-BLMG bilesiginin karaciger dokusundaki % ID / g degerinin hedef olmayan (kan

ve kas) organlara orani.

Bl-BLMG

4
M testis/bobrek
2 I I
M prostat/bobrek
ol L ol
30 120 240

omurilik/bdbrek

% (ID / g) Organ/bobrek

zaman (dk)

Sekil 4.27. ™'1-BLMG bilesiginin secilmis bazi organ/bobrek oranlari.
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B-BLMG
6
C
S
¥ il
—~ M testis/kc
22 '1
a I m prostat/kc
$ 0 - ' ' ' omurilik/kc
30 120 240
zaman (dk)

Sekil 4.28. **'1-BLMG bilesiginin secilmis bazi organ/karaciger oranlari.

Sekil 4.11 ve Sekil 420 de sirasiyla 'I-BLM ve ™!-BLMG'nin biyodagilim
calismalarinda incelenen 18 farkli organa (Kalp, Akciger, Karaciger, Bébrek, incebarsak,
Kalinbarsak, Mide, Dalak, Pankreas, Kas, Bas, Yag, Troid, Mesane, Kan, Testis, Prostat,
Omurilik) ait %ID/g degerleri verilmistir. Sekil 4.11 incelendiginde en yiksek tutulumlarin
sirasiyla mide ve mesane de c¢iktigi testis, prostat ve omurilikte ki tutulumlarinda yliksek
sayilabilecek diizeylerde oldugu goérilmektedir. Mide ve mesane igin en fazla tutulumun oldugu
30. ve 120.dk'lara ait % ID/g degerleri sirasiyla (4.491+0.87; 4.39+1.41) ve (3.07+0.93;
4.37+2.98) olarak bulunmustur. Sekil 4.20 incelendiginde ise mide ve mesane igin 30. ve
120.dk’lara ait % ID/g degerleri sirasiyla 1.19+0.20, 1.16£0.28, 1.54+0.33, 3.32+1.61 olarak
gOrulmektedir. Sekil 4.11 den géruldagu gibi 1¥_BLM bilesiginin midedeki tutulumu 30. ve 120.
dk’larda yaklagik ayni degerlerde olup 240 dk’nin sonunda yaklasik 3 kat azalmaktadir. 18
BLMG bilesiginin midedeki tutulumu ise 30 dk, 120 dk ve 240. dk’larda hemen hemen ayni

degerlerdedir.

Sekil 4.11 ve Sekil 4.20 incelendiginde isaretli bilegiklerinin her ikisinin de mesanedeki
tutulumlarinin olduk¢a fazla oldugu ve en ylksek degere 120 dk’nin sonunda ulastiklari
gOrulmektedir. Temel bosaltim bdbreklerden idrar yoluyla oldugundan mesanedeki tutulumun
fazla olmasi beklenen bir durumdur. Bu sonugla baglantil olarak yapilan bir calismada

111

Ryynéanen In-BLM kompleksinin bor-nétron yakalama terapisindeki matematiksel kinetik

111

modelinin belirlenmesine ydnelik olarak yaptigi bir calismada ““"In-BLM kompleksinin mesane

ve bobreklerde ¢ok miktarda biriktigini saptamistir (Ryynanen, 2002

Cizelge 4.7 ve 4.8'den goriildigu gibi **'I-BLM, *'I-BLMG’e ait kan degerleri 30.,120. ve
240. dK'lar igin sirasiyla (0.40+0.29; 0.33+0.05; 0.16+0.07), (0.47+0.20; 0.16+0.07; 0.13+0.10)
olarak bulunmustur. Bu sonuglara bakildiginda **'I-BLM ve ™!I-BLMG bilesiklerinin klirens
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(Vucuttan atilim) degerlerinin her iki bilesik i¢in hizli oldugu sdylenebilir. Bu baglamda, Krohn ve

1231 57co, ™n gibi farkll radyoniiklidler kullanilarak BLM ile

arkadaslari ®’Ga-sitrat'in yani sira
isaretleme calismalari gerceklestirmigsler ve bunun devaminda yapilan biyodagdihm
galismalarindan sonra isaretli bilesiklerin klirens degerlerinin siralamasi dikkate alindiginda en
yavas Ga-sitrat bilesiginin **I-BLM ve °’Co-BLM bilesiklerinin ise Ga-sitrattan daha hizli

temizlendiklerini bulmuslardir (Krohn et al, 1977).

Ayni tablo degerleri incelendiginde ™*'1-BLM ve ™'I-BLMG bilesiklerinin bobrekler,
karaciger, dalak ve pankreasta ki tutulumlarinin incelenen t¢ zaman araliginda da dusuk oldugu
tespit edilmistir. Bu organlarin 240. dk'larina ait % ID/g degerleri **'I-BLM ve **'I-BLMG igin
sirasiyla (0.07+£0.04, 0.09+0.05, 0.09+0.06, 0.12+0.04) ve (0.12+0.05, 0.12+0.10, 0.06+0.01,
0.03£0.01) olarak bulunmustur Bu sonuglar dikkate alindiginda yukarida verilen organlarin

hedef organ olamiyacaklari sdylenebilir.

Oldukga énemli bir organ olan Karacigerdeki biyodagilim sonuglari incelendiginde 181

BLM ve "'I-BLMG'in karacigerdeki tutulumlarinin maksimum oldugu 30. dk'ya ait %ID/g
degerlerinin sirasiyla 0.78+0.28 ve 0.24+0.16 oldugu goraltr. Bu degerler karsilastirildiginda

13 BLM'nin tutulumunun ***

I-BLMG’ye gore daha fazla olmasi normal olarak yorumlanabilir.
Cunku isaretli BLM vicuda enjekte edildikten sonra detoksifikasyon reaksiyonlari nedeniyle
karacigerde glukuronidasyona ugrar. Dolayisiyla BLM’in karacigerde BLMG’e gére daha ¢ok
birikmesi beklenen bir sonugtur. Bu sonuglarin yani sira her iki isaretli bilesigin karacigerdeki

120. ve 240. dK’lara ait %ID/g degerlerinin zamanla azaldigi gérilmektedir.

BIBLM'in teshis ve tedavide uygun bir radyofarmasdétik ajan olarak kullanilip

kullanilamayacaginin tespit edilebilmesi icin Sekil 4.17’de 181

I-BLM’in karaciger/kan ve
karaciger/kas oranlari verilmistir. Karacigerin oldukga hayati bir organ olmasi nedeniyle tedavide
veya goruntilemede bu organda fazla tutulumun olmamasi istenir. Sekil 4.17 den géruldagu gibi
karaciger/kan oraninin %ID/g degerleri olduk¢a az olup incelenen zaman araliginda yaklasik
olarak bu oran sabit kalmaktadir. Bu durum goérintilemede ve tedavide tercih edilen bir
sonugtur. Cunkid bdyle olmasi durumda karaciger daha az lethal radyasyon dozu almis olacak
ve ayni zamanda sahip oldugu dusik aktiviteden dolayi diger organlar igin herhangi bir girisim
etkisi yapmayacaktir. Bu da hedef organin gértnti kalitesinin artmasi anlamina gelmektedir.
Ayni grafikten 30. dk’ya ait karaciger/kas oraninin en yuksek deger aldigi gortilmektedir. 240
dk’nin sonunda bu deger yaklasik olarak 9 kat azalmistir. Sekil 4.26 de ise “*'I-BLMG'in
karaciger/kan ve karaciger/kas oranlari verilmektedir. Verilen bu grafik incelendiginde
karaciger/kan ve karaciger/kas oranlarinin incelenen tim sirelerde oldukga disik degerler
aldig1 ve yaklasik olarak sabit kaldig1 gérilmektedir. Ayni zaman da, Sekil 4.19 ve 4.28 sirasiyla

BBLM ve Y-BLMG'in testis/karaciger, prostat/karaciger ve omurilik/karaciger oranlarini
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gOstermektedir. Bu grafikler incelendiginde BlBLM ve ™!-BLMG icin prostat/karaciger
oranlarinin en ylUksek deger aldigi 120. dk igin %ID/g degerlerinin sirasiyla 4.5 ve 4.03 oldugdu
gorilir. *'1-BLM igin en yiiksek prostat/karaciger orani 240. dk'da ve yaklasik 6.6 olarak

BL_BLMG'in en vyiiksek omurilik/karaciger degeri ise 120. dk'da 4.2 olarak

bulunmustur.
bulunmustur. Batin bunlarin bir sonucu olarak hem BL_BLM’in hem de **I-BLMG'in siganlarin

karacigerinde fazla bir radyasyon hasarina sebep olmadiklari séylenebilir.

Sekil 4.14 ve Sekil 4.23'de sirasiyla hedef organ olabilecegi distinilen testise ait *'I-

BLM ve *'1-BLMG'in kullanildigi biyodagilim galismalari sonunda elde edilen testis/kas ve
testis/kan oranlarinin %ID/g grafikleri verilmektedir. Sekil 4.14 den goériildiigi gibi™>'1-BLM igin
testis/kan oranlari son derece kiigik degerler olup en biyik aktivitenin gortldigi 30. dk’ya ait
testis/kan orani 1.4 olarak saptanmistir. Testis/kas orani ise 30. dk’da 5.2 iken bu oran 120.
dk’da 1.3 olarak yaklasik 4 katlik bir azalma gostermistir. Gerek testis/kas gerekse testis/kan

oranlarinin diisik olmasi testis igin ™'

131

[-BLM'nin iyi bir gorintileme ve tedavi ajani olarak
kullanilamayacagi sonucunu verir. " I-BLMG igin testis/kan ve testis/kas oranlarinin en buyuk
oldugu 120. dk’daki %ID/g degerleri sirasiyla 0.33 ve 1.83 olarak saptanmistir. Testis/kas
oranina bakildiginda ise bu oran 30. dk 0.4 iken 120. dk’da 1.83 oldugu géruldr. Yani, 120 dk
boyunca 4.5 katlik bir artis meydana gelmistir. Meydana gelen bu artisa ragmen 131_BLMG'in de
testis’in goéruntilenmesinde veya tedavisinde uygun bir radyofarmasétik ajan olamayacag

soylenebilir.

Sekil 4.15 ve Sekil 4.24’de de diger bir hedef organ olarak disunulen prostata ait
prostat/kas ve prostat’kan oranlarina iliskin grafikler sirasiyla ™'1-BLM ve ' -BLMG icin

B1BLM icin en biyiik degerlerin elde edildigi 120.

verilmigtir. Sekil 4.15 den goéraldigu gibi
dk’ya ait prostat/kas orani 8.1 prostat/kan orani ise 3.6 olarak saptanmigstir. Prostat icin
prostat/kas oraninin % ID/g degerine bakildiginda ise bu oran 120. dk’da 8.1 iken 240. dk’da 3.2
olmus yani yaklasik 2.5 katlik bir azalis gostermistir. Prostat icin bu oranlar degerlendirildiginde
B1_BLM'nin prostatin hem gérintiilenmesinde hem de tedavisinde uygun bir radyofarmasatik
olarak kullanilabilecegi sdylenebilir. **'I-BLMG’'e ait sonuglara bakildiginda 30. dk'daki
prostat’kas orani 9.6 prostatkan orani ise 1.75 olarak gorilmektedir. Yukaridaki
degerlendirmelere benzer sekilde prostat dokusundaki prostat/kas orani dikkate alindiginda bu
degerin 30. dk’da 9.6 iken 240. dk’da 2.01 oldugu gorilir. Buna goére 131 .BLMG'nin de prostat

icin uygun bir radyofarmasotik olarak kullanilabilecegdi agiktir.

Sekil 4.16 ve Sekil 4.25’de incelenen iki bilesik icin hedef organ olabilecegi dusinulen

omurilige ait omurilik/kas ve omurilik /kan oranlarina iligskin grafikler veriimektedir. Sekil 4.16'dan

goruldagu gibi BH_BLM'nin kullanildigi ¢calismadan elde edilen omurilik/kan oranlari t¢ farkl

surede de oldukca kuglk degerler vermistir. En yliksek omurilik/kan degerinin élgildugi 240.
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dk’ya ait de@er 0.4 olarak bulunmugtur. Ayni isaretli bilesik icin omurilik/kas orani ise 30. dk’da
1.9 iken bu oran 240. dk’da 4.3 olarak en yuksek degere ¢ikmistir. Sekil 4.25 incelendiginde ise
B1_BLMG igin en yiiksek degerin bulundugu 240. dk’ya ait omurilik/kas orani 6.2 omurilik/kan
orani ise 3.5 olarak saptanmistir. Ayni bilesige ait omurilik/kas oranlari incelendiginde 120.
dk’ya ait oran 1.2 iken 240. dk’da bu oran 6.2’ye ¢iktigi gorulir. Bu sonuglara gt')relgll-BLMG’nin

omurilik igin uygun bir gérintileme ve tedavi ajani olabilecedi sylenebilir.

Bitiin buraya kadar *!I-BLM ve ™'I-BLMG'e ait hedef organ/hedef olmayan organ
oranlarinin degerlendirilmesi i¢in yapilan galismalarin sonucu olarak B¥1_BLM'nin prostata 181
BLMG’nin de hem omurilik hem de prostata spesifik oldugu dolayisiyla her iki bilesigin de
prostat ve omurilik ile ilgili hastaliklarin tedavisinde ve gorintilenmesinde kullanilabilme

potansiyeline sahip olabilecekleri sGylenebilir

Bobrekler de karaciger gibi viicut igin oldukga énemli bir organdir. Ozellikle tedavide
olduk¢a az radyasyon dozu almasi istenir. Bu nedenle bu organin da karaciger gibi biyodagihm
calismalarinda ekstra olarak degerlendiriimesi son derece 6nemlidir. Bu baglamda Cizelge 4.7
ve 4.8 incelendiginde 1BBLM, ™Y-BLMG'in biyodagilim c¢alismalarina ait elde edilen
sonuglardan 30.,120. ve 240. dk’lardaki bobrege ait % ID/g degerlerinin sirasiyla (0.34+0.18;
0.27+0.06; 0.07+0.04) ve (0.35+0.23; 0.20+0.10; 0.12+0.05) oldugu gorulir.

Sekil 4.18 ve 4.27 de ise sirasiyla “*'I-BLM ve "'I-BLMG'e ait prostat/bobrek,
testis/bobrek ve omurilik/bébrek oranlari gdsterilmistir. Bu grafikler incelendiginde BBLM ve
¥1_.BLMG igin prostat/bobrek oranlarinin en yuksek deger aldigi 120. dk icin sirasiyla 4.5 ve
4.03 oldugu goriulir. Bu sonuglara bakildiginda hedef organlardaki (prostat, testis ve omurilik)
tutulumlarin  bdbrekteki tutuluma gére c¢ok daha fazla oldugu goériimektedir. Bu
radyofarmasdtikler igin istenilen bir durumdur. Elde edilen bu sonuglar dikkate alindiginda
isaretli her iki bilesigin siganlara enjeksiyonu sonunda incelenen sireler igerisinde bdbreklerin

radyasyondan ¢ok fazla etkilenmedigi sdylenebilir.

Yukarida yapilan g¢alismalarin yani sira, isaretli bilesiklerin enjeksiyonundan sonra
sicanlardan 30.,120. ve 240. dk’da kan 6érnekleri toplanmis ve bunlara ait radyoaktivite élgimleri

gerceklestirilmistir. Yapilan bu élglimlere gére biyolojik yari émirler **'1-BLM ve *'I-BLMG igin
131

sirasiyla 167 dk ve 117 dk olarak bulunmustur.

131

[-BLMG’nin yarilanma stresinin daha kisa

olmasi toksisitesinin 31

I-BLM’ye gore daha disuk olmasina ve dolayisiyla ~I-BLM’ye gore
daha iyi bir alternatif kemoterapik ajan olarak kullanilabilmesine neden olabilmektedir. Bu
baglamda Crooke ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada herhangi bir radyoaktif elementle
isaretleme yapilmadan tedavi maksadiyla direkt olarak hastalara verilen BLM’nin biyolojik yari
Omrinun 15 ile 60 dk aralidinda oldugu saptanmistir (Crooke et al, 1977). Baska bir calismada

ise Jalilian ve arkadaglari yaptiklari élgiimler neticesinde ®2Zn-BLM’in biyolojik yar1 dmrinin (9
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saat) goruntuleme igin yeterli oldugu sonucuna varmislardir (Jalilian et al, 2003). Ryynanen ise
yaptigi ¢alismayla 1
saat olarak bulmustur (Ryynanen, 2002). Yapilan bu ¢alismada

In-BLM bilesiginin idrardaki biyolojik yari émrini yaklasik olarak 3.5+0.6
BBLM icin bulunan yarilanma
suresinin yukarida verilen yarilanma surelerinden farkh gikmasi normal bir sonugtur. Clnki

incelenen tim bilesikler kimyasal olarak farkli BLM turevleridir.

Yapilan bir calismada Krohn ve arkadaslari KHJJ timoérl olusturulmus siganlar

123 BLMnin farmakokinetigini incelemigler ve bulduklari sonuglari "n-BLM, *'Co-

kullanilarak
BLM ve ®’Ga-sitrat kullanilarak elde edilen sonuglarla karsilastirmislardir. Buna gore, 123 BLM
ve °'Co-BLM bilesiklerinin vicuttaki dagilimlarinin ve stabilitelerinin birbirine benzer oldugu

123

belirtiimis ve buna ilave olarak ~“I-BLM bilesiginin timor/kan ve timor/karaciger oranlarinin

diger isaretli BLM bilesiklerine ait oranlara gbre daha blylk oldugu tespit edilmis ve sonug

olarak **

I-BLM tutulumunun en fazla siganlarda olusturulmus KHJJ timorinde oldudu
saptanmistir (Krohn et al, 1977). Baska bir calismada Poulose ve arkadaslari °’Co ile isaretli
BLM'’yi epidermis hucreleri yoluyla gelisen ve karsinoma hucrelerinden olusmus kétu huylu
timdr bulunduran 50 hastada timorlerin géruntilenmesi amaciyla kullanmiglardir. Yapilan bu

Mn-BLM'nin két huylu timoérlerin belirlenmesinde 57Co-BLM’ye gore

¢alismanin sonucunda,
daha kotl bir gérintileme ajani oldugu ve ayni zamanda *'Ga-sitrat bilesiginin karaciger, dalak,
kemik iliginde birikiminden ve barsaklar yoluyla atiimindan dolayr bu tar timérlerin
belirlenmesinde uygun bir gérintileme ajani olarak kullanilamayacagi belirtiimistir (Poulose et

al,1977).

Bu sonuclarin isi§i altinda *'I-BLM ve '*'I-BLMG kullanilarak timér olusturulmus
sicanlar kullanilarak yapilacak olan biyodagilim caligmalarindan elde edilecek sonuglarin da
123BLM ile yapilan yukaridaki c¢alismanin sonuclariyla paralellik gostermesi kuvvetle
muhtemeldir. Clnkii hem *?*I-BLM hem de **'I-BLM ayni kimyasal yapilardir. Ustelik yapilan bu

131

calisma da toksisitesi **'I-BLM’ye gére daha az oldugu tespit edilen ve sicanlarda **'I-BLM ile

ayni metabolik yolu izleyen B.BLMG gibi alternatif bir bilesik de teklif edilebilir. Tabi ki bu

durum, gerek **'I-BLM gerekse ***

[-BLMG'nin terapotik etkileri deney hayvanlari Gzerinde hedef
organ olabilecegi sGylenen mesane, mide, prostat, testis ve omurilik de olusturulabilecek olan

timor hicrelerindeki ilgili bilesiklerin biyodagihmlari incelenmek suretiyle yorumlanabilir.

Konuyla ilgili yapilan bir diger calismada Jalilian ve ekibi ®Zn-BLM ve ®Zn-ZnCl,
komplekslerinin goéruntileme Ozelligini belirlemek igin saglikh siganlar ve fibrosarkom timoru
olusturulmus siganlar tzerinde biyodagihm ¢alismalari yapmislardir. Bu ¢alismalarin sonucunda
®27n-BLM'in karaciger, dalak, akciger, mesane ve bobreklerde tutulum yaptigr ve bu bilesigin
calisma slresi boyunca kararligint korudugu tespit edilmistir. Ayni zamanda ®2zn-znCl,

kompleksinin biyodagilim sonuglarinin ®2Zn-BLM kompleksininkinden tamamen farkli oldugu
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gOrulmistir. Bu baglamda bizim c¢alismamizda kullanilan BBLM ve™'-BLMG'e ait
biyodagilim sonugclar yukaridaki ¢alismanin sonuglariyla benzerlikler gésterse de ondan daha
farkli oldugu aciktir. Bunun nedeni her iki ¢alismada kullanilan BLM bilesiklerinin kimyasal

olarak bir birinden tamamen farkh yapilar olmasidir.

Farkli bir galismada ise Konikowski ve arkadaslari 1n-BLM ve *!In-klorit bilesiklerinin
farmakokinetigini yale-swiss siganlarinda olusturulmus beyin timéri Gzerinde incelemisler ve
buna goére, "n-klorit icin pH 1.5 de maksimum timér tutulumunun oldugu goézlemlenmis ayni
zamanda maksimum timor-beyin tutulumunu %ID/g cinsinden %17, maksimum timér-kan
oranini da %4.4 olarak saptanmistir. Ayrica, %ID/g degerleri incelendiginde beyin, deri, kas ve
kanda ki '"In-klorit tutulumunun “'In-BLM’ninkinden daha fazla oldugu goériimistir. Bu

111

sonuglara ilave olarak “In-klorit'in karacigerdeki tutulumunun n-BLMkinden daha fazla

oldugu sonucuna varilmis ve son olarak iki bilesigin vicuttan atilim sireleri karsilastinldiginda
ise ™In-BLM’in diger bilesige gore daha hizl atildigi tespit edilmistir. (Konikowski et al, 1975).
Bu sonuglar ¢calismamizda kullanilan iki farkli BLM tirevine ait elde edilen sonuglarla paralellik
gostermektedir. Zira bizim calismamizda incelenen iki iyodo BLM turevinin karacigerdeki

tutulumlarinin da oldukga az vicuttan atilimlarinin ise oldukga hizli oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bir diger calismada Eckelman ve arkadaslari 125

ile BLM'yi isaretleyerek bu
bilesigin uygun bir gortuntileme ajani olup olmadigini arastirmiglardir. Bunun igin 25 BLM ve
>"Co-BLM bilesikleri kétii huylu tiimér olusturulmus disi Fischer sicanlara enjekte edilerek
bununla ilgili biyodagilim calismalari yapilmis ve bu c¢alismalarin sonucunda >'Co-BLM

bilesiginin timor-kan oraninin **°

I-BLM’nin timor/kan oranindan daha yiksek oldugu
bulunmustur (Eckelman et al,1975). Grove ve arkadaslari da yaptiklari bir baska calismada
BLM'i >'Co, !In, ve *°Fe ile isaretleyerek bu yapilarin biyolojik davranislarini *'Ga-sitrat'la
karsilastirma yapmak icin saglikli ve timor olusturulmus iki farkli sican grubu Uzerinde isaretli
bilesiklere ait biyodagilim calgmalarn yapmiglardir. Bu ¢alismalarin sonucunda " Ga-sitrat ve
"n-BLM bilesiklerinin kan ve akcigerde ki klirenslerinin yavas oldugu ve ®'Ga-sitrat bilesiginin
hedef organ/hedef olmayan organ oraninin Ehrlich Carcinoma olusturulmus sicanlarda 24
saat’in sonunda en ylksek degere ulastigi bulunmustur (Grove et al, 1973). Burada bahsedilen
iki calismadan da farkli radyonuklidler (**°I, *°Fe, 'l vs) ile isaretli BLM bilesiklerinin >’Co-BLM
ve %‘Ga-sitrat bilesiklerinden daha kot géruntileme ajani olduklari sonucu goérilir. Oysa
yaptigimiz biyodagihm c¢alismalarinda elde edilen sonuglara gore B_BLM ve Y-BLMG'nin
ikisinin de mide, mesane, prostat ve omurilik icin iyi bir gdérintileme ajani olabilecegi

soylenebilir.
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4.8."1-BLM ve *'I-BLMG Bilesiklerine Ait Sintigrafik Galigmalarin Sonuglari

970 uL (25 pg) 29.6 MBq (800 pCi) *!1-BLM ve 970 uL (25 ug) 31.5 MBq (851 uCi) **!I-
BLMG iki erkek tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilmis ve bu bilesiklerin belli sireler
sonundaki sintigrafileri alinmistir. ik sintigramlar enjeksiyonu takip eden 30. dk’nin sonunda
hem statik hem de dinamik goérinti olarak digerleri ise sirasiyla 120 dk ve 240 dk sonra sadece
statik gorinta olarak alinmistir. 131.BLM ve ®*!-BLMG bilesiklerine ait dinamik goéruntiler de 60
s'lik 30 frame seklinde alinmistir. Sekil 4.29'de **'I-BLM’e, Sekil 4.31'de ise **'I-BLMG bilesigine
ait dinamik goéruntuler gérulmektedir. Her iki bilesigin statik goértntleri ise 30., 120. ve 240.
dk’larda 650 kcountluk sayimlar alinarak elde edilmis ve sirasiyla Sekil 4.30 ve 4.32 de

verilmigtir.

isaretli bilesiklere ait statik ve dinamik goriintiiler incelendiginde tiroit'de serbest iyod’un
hizli bir sekilde birikim yaptigi gortlmektedir. Her iki bilesige ait baglanma verimlerinin sirasiyla
%90 ve %60 oldugu hatirlanirsa baglanmaya katilmayan iyodlarin tiroitte birikim yapmasi
dogaldir. Sekil 4.30 ve 4.32 de her iki bilesik icin 30. 120. ve 240. dk’larda alinan statik
goriuntuler gérulmektedir. Bu imajlar incelendiginde isaretli bilesiklerin her ikisinin de tavsanlara
enjekte edildikten 30 dk sonra metabolizmada bébrekler yoluyla hizli bir sekilde elimine edildigi
ve daha sonra mesanede biriktigi gorilir. Buna ilave olarak Sekil 30 daki 30. dk’'ya ait statik
goOruntudeki mesanenin sol Ust tarafinda yer alan aktivitenin barsaklardaki tutulumdan meydana
geldigi tahmin edilmektedir. Ayrica iki bilesigin 30. dk’larina ait statik goérintiler incelendiginde
bu surenin sonunda midedeki tutulumlarin olduk¢a fazla oldugu ve ayni zamanda bilesiklerinin
metabolizmaki atilimlarinin sirasiyla 120 dk ve 240 dk’nin sonunda buyuk oranda tamamlandigi

gOrulmektedir.

Albino Wistar siganlarda yapilan biyodagilim calismalarinda,™"1-BLMG’e ait %ID/g
degerlerine bakildijinda sirasiyla mide, mesane, testis ve prostat gibi organlarda ki tutulumlarin
diger organlara gore daha fazla oldugu goériimektedir. Bu bilesigin 30.dk’sina ait statik gorintu

incelendiginde ise mesane bélgesindeki tutulumun **!

[-BLM’in ayni bélgedeki tutulumundan
daha c¢ok oldugu dikkat cekmektedir. Bunun nedeni mesane bdlgesinde yer alan prostat ve
testisteki tutulumlarin buradaki aktiviteyi attirmis olabilecegi seklinde dusiunulmistir. Dolayisiyla
bu bilesige ait biyodagilim ve sintigrafi sonuglarinin bir biriyle uyum igerisinde oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 4.29. Tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilen I-BLM bilesigine ait dinamik

gOruntuler.
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Tiroit

Mide

Bobrek

—  Mesane

30. dk 120. dk

240. dk

131

Sekil 4.30. Tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilen ~"I-BLM bilesigine ait statik goruntiler.
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Sekil 4.31. Tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilen "*'I-BLMG bilesigine ait dinamik

goruntuler.
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Tiroit

Mesane

30. dk 120. dk

240. dk

131

Sekil 4.32. Tavsana kulak damar yoluyla enjekte edilen ~"I-BLMG bilesigine ait statik goérintuler.
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4.9. istatistik Analiz Sonuglar

Albino Wistar siganlar Uzerinde yapilan biyodagilim sonuglarinin istatistiksel analizleri
SPSS 13 (Univariate Variance Analyses) programi kullanilarak yapilmigtir. Varyans analizi
%95’lik glven araliginda gergeklestiriimistir (P<0.05). Ayni zamanda BBLM ve ™-BLMG
bilesikleri icin organlar arasinda Pearson Korelasyon Analizi ydontemi % 95’lik gliven araliginda
uygulanmistir (P < 0.05). Pearson korelasyonuna gore her iki isaretli bilesigin tutulumu organlar
arasinda bir iliski tanimlamaktadir. Organlar arasindaki Pearson korelasyonuna goére belirlenen
bu iliskinin anlamlilik dizeyi (P) degeri ile ifade edilecek olursa P = 0.01’dir (P <0.05 degeri
anlaml olarak kabul edilmistir).

Her bir organ igin yapilan varyans analizi degerlendirildiginde 13t

[-BLM kompleksinin
kalp, karaciger, ince barsak, kalin barsak, mide, pankreas ve mesane deki, “*'I-BLMG
kompleksi igin de dalak, yag, tiroid, prostat ve yag dokusundaki tutulumunlarin uygulanan stre
ile iliskili oldugu gértlmektedir.

131.BLM bilesiginin biyodagilim c¢alismalari sonucunda organlar arasindaki iliski g6z
onlne alindiginda akciger ile karaciger, ince barsak ve kas arasinda, bobrekler ile kalp, ince
barsak, pankreas ve kas arasinda, mide ile kalp, ince barsak ve bas arasinda, kan ile karaciger
ve yag arasinda ve son olarak testis ile kalin barsak arasinda anlamli bir farklilik s6z konusudur.

B1_BLMG bilesiginde ise akciger ile bobrekler ve omurilik arasinda, bobrekler ile dalak,
tiroid ve kan arasinda, mide ile prostat arasinda, kan ile bobrekler, dalak, pankreas ve bas
arasinda, prostat ile mide, dalak ve tiroit arasinda, omurilik ile karaciger ve akciger arasinda

anlamli bir farklilk s6z konusudur..

SPSS 13 (Univariate Variance Analyses) programi kullanilarak yapilan istatistiksel
degerlendirmede BLM'’i Glukuronidlestirmek prostat dokusunda istatistiksel olarak bir anlamlilik
g6zlenmistir ( P < 0.05). Yapilan Pearson korelasyonuna goére prostat ile mide ve mesane

arasinda bir anlamlilik s6z konusudur.

Yukarida s6zl edilen organlar arasindaki bu iligki, anlamlilik diizeyi (P) degeri ile ifade
edilecek olursa P < 0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.11 ve 4.12). Her bir
organ ic¢in yapilan varyans analizi sonucuna gére bu organlara iligskin P degerleri ve korelasyon

katsayisi (r) degerleri Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10’da verilmigtir.
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131

Cizelge 4.9 Varyans analizi sonucuna goére ~I-BLM igin bazi organlara iliskin P degerleri ve

korelasyon katsayisi (r) degerleri.

Organ P degeri r degeri
Kalp 0.004 0.841
Karaciger 0.001 0.893
ince Barsak 0.004 0.846
Kalin Barsak 0.000 0.976
Mide 0.012 0.772
Pankreas 0.013 0.764
Mesane 0.025 0.709

131

Cizelge 4.10 Varyans analizi sonucuna goére ~~"I-BLMG igin bazi organlara iliskin P degerleri ve

korelasyon katsayisi (r) degerleri.

Organ P degeri r degeri
Dalak 0.003 0.858
Tiroid 0.000 0.921
Prostat 0.011 0.777

Cizelge 4.11 Varyans analizi sonucuna gore B1_BLM igin bazi organlara iligkin P

degerleri.

Organ P degeri

Akciger-Karaciger arasi 0.016

Akciger-ince Barsak arasi | 0.038

Bobrek-Kalp arasi 0.021
Bobrek-Pankreas arasi 0.019
Mide-ince Barsak arasi 0.038

Testis-Kalin Barsak arasi 0.017

Mide-Kalp arasi 0.014
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Cizelge 4.12 Varyans analizi sonucuna gore B1_BLMG igin baz organlara iligkin P

degerleri.

Organ P degeri

Akciger-Bdbrek arasi 0.012

Akciger-Omurilik aras1 | 0.046

Bobrek-Dalak arasi 0.018
Mide-Prostat arasi 0.025
Prostat-Dalak arasi 0.019
Prostat-Tiroit arasi 0.039

Omurilik-Akciger arasi | 0.046




65

5.0. SONUGLAR VE ONERILER

Bu calismada glikopeptid yapida olan BLM ve enzimatik olarak sentezlenen BLMG 181

radyonUklidi ile iodojen ydntemi kullanarak isaretlenmis ve her iki isaretli bilesigin deney
hayvanlari Uzerindeki radyofarmasétik potansiyelleri arastiriimistir. Tim yapilan galismalarin

sonucuna gore;

BLMG enzimatik olarak basariyla sentezlenmistir.

2. BLM ve BLMG'in her ikisi birden iodojen yontemi kullanilarak **!I ile sirasiyla

%90 ve %60 baglanma verimleri ile isaretlenmistir.

3. Y ile isaretli iki bilesik de yaklasik %60’k baglanma verimiyle 24 saat
boyunca kararli kalmaktadir.

4. Deney hayvanlari Uzerinde yapilan biyodagilim ve sintigrafi calismalarinin
sonucunda her iki isaretli bilesigin metabolik davraniglarinin benzer oldugu, en
fazla mide, mesane, prostat, testis ve omurilik de tutulumlarinin gergeklestigi ve
ayni zamanda yapilan sintgrafi calismalarinin biyodagilm galismalari ile uyum
icerisinde oldugu bulunmustur. Bitin bunlara ek olarak **'I-BLM'nin prostata
131_BLMG'nin de hem omurilik hem de prostat'a spesifik oldugu tespit edilmistir.

5. Yapilan istatistik analiz gcalismalarina gore Pearson Korelasyon Analiz Yoéntemi
%95 guven araliginda uygulanmis (P<0.05) ve ayni zamanda her iki igaretli

bilesigin tutulumu organlar arasinda bir iligki tanimlamistir.

Elde edilen sonuglarin geligtirilerek her iki isaretli bilesigin timor goruntileme veya
tedavi amaglh bir radyofarmasétik olarak kullanilip kullanilamayacaklari ancak yapilacak olan
hicre kultiri deneyleri veya timorli hayvan modeli igeren ilave c¢aligmalar ile mimkin

olabilecektir.
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