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ONSOz

Hedef terimi, ila¢ kesfi baglaminda c¢ok farkli cagrisimlar tasir. Biyomuhendislik
alanindaki kayda deger ilerleme, hem normal hem de anormal hiicrelerin islevinde
onemli rolleri olan ¢ok sayida proteinin tanimlanmasina yol agan, hastalikla baglantih
tanimlanan proteinlerin islevinin nasil modile edilecegi konusunda spesifik
hipotezlerin olusumunu saglayan yeni ilaglara bir tiir yonelim olabilir.

Kanseri tedavi etmek ve/veya 6nlemek icin bircok heyecan verici yeni hedef olmasina
ragmen, klasik kemoterapi ve radyoterapi yaklasimlari, sadece cerrahi eksizyonla
tedavi edilemeyen timorler igin kanser tedavisinin ana dayanagl olmaya devam
etmektedir. Tani veya hedefli tedavi icin yeni radyofarmasotiklerin hazirlanmasi ancak
biyologlar, kimyagerler ve hekimler arasindaki yakin etkilesim devam ederse
gelisecektir. Yeni nesil biyolojik hedefler belirlendiginde, radyokimyagerler pek cok
sentetik zorluklar ile karsilasacak ve umuyorum ki tiim bu zorluklara hiikmedilecektir.
Radyo-izleyici gelisimine katki saglayan diger tim etkileyici bilim dallarinin aksine,
niikleer tip nihai hedef bilim degil, yasam kalitesini arttirmadaki kabiliyettir. Bu
nedenle, bu alandaki mevcut zorluk; bir radyo-izleyicinin spesifikligi, radyo-izleyicinin
gerekli validasyonu ve radyo-izleyiciden yarar saglayacak hasta sayisi arasinda bir
denge kurmaktir.

Birgok kisi bu tezin eksiksiz olmasina katkida bulundu.

Minnettarligimi sunmak istedigim ilk kisi; “bilim heyecaniyla bir émir”: Bu tezin
tamamlanmasini mumkin kilan, o6ncelikle bilmenin hosgorisiini  bize asilayan,
biyopolimer, peptid ve asi kavraminin golgesi, ricalarini emir kabul ettigim yegane
hocam Sn. Dr. Ogr. Uyesi Zeynep A. MUSTAFAEVA sizi tanimak, sizinle calismak benim
icin cok buylk bir 6dildir. Beni ekibinize dahil ettiginiz, 6gretileriniz ve gliveniniz icin
sonsuz tesekkirlerimi sunarim.

Bilimciler ve tipgilar arasindaki etkilesimin en iyi 6rnegi; “gecmis yillar ve cok buyik bir
deneyim-big boss-": Ulkenin en iyi Niikleer Tip ekibinin bir parcasi olarak sefim hocam
abim olan Sn. Prof. Dr. Mehmet Onur DEMIRKOL tezimin gidisatini cesaretlendirici
rehberlik ve comert desteginiz icin, diger projelerimizde oldugu gibi bu tezin tasarimi
ve ylritilmesi adina verdiginiz maddi manevi 6zglirliik ve gliven icin sonsuz tesekkir
ederim. Radyokimyageriniz ve 0grenciniz olarak sizinle c¢alismak boélimin gizli
kahramani i¢in ¢cok iyi bir baslangic¢ ve ¢ok blyik bir sansti.

“..Ve siz mutfagin blyik sefleri": Biyomihendislik zehirlenmesinden beni kurtaran,
mutfagimizin en iyi sefleri yardimlariniz ve siirekli ilginiz sayesinde bu tez tamamlandi.



Siz olmasaydiniz o laboratuvarlarda o giinler (geceler) nasil gecerdi. Sevgili hocam Dr.
Tayfun ACAR-Pierre- sen olmasaydin peptidler Japonya’da sentezlenecekti. Solid faz
peptid sentezi, LC/MS, preperatif HPLC ve diger analitik yontemler konusunda bizzat
destegin ve dgretilerin icin sonsuz tesekkiirler.. Sevgili hocam Dr. Pelin PELIT ARAYICI-
kralice- sen olmasan o metaller o peptidlerin yizine bakmazdi. Konjugasyon ve
polimer sentezi konularinda yetkinliginle yanimda oldugun ve en i¢cten en dogal
paylasimlarin icin sonsuz tesekkdrler.. Noéron apoptozuyla gecirdigimiz sayisiz saatler
icin radyasyoncu ikinize de minnettar. Bu muhtesem ekibin nice basarilara elele
yuramesi dilegiyle..

En sabirl 6gretmenlerim, akil hocalarim, varlik sebebim blylklerim; Semiya-Nihat
UCAR, Senay-Ugur ERDEM ve sevgi pitirciklarim; Ali Efe ve Elif Ece kardesler: Her biriniz
bir renk oldunuz hayatimda, gokkusagimiz altinda bir dmir saglikla bir arada olmak
dilegiyle.. Tim dileklerimi gercek kildiginiz icin bir 6mir minnettar kalacagim.

Bilim camiasina hos geldin demisken, kanserle girdigi fizyolojik savastan maglub ayrilan
kuzenim Kimyager Beste BAYAR anisina..

“Kanimca, kimya merkez bilimdir.
Biyolojide veya tipta siiregelen her seyin kimyasal bir temeli vardir.”

R. Lerner, Chem. Eng. News 1996, 74(20), 39.

Haziran, 2018
Burcu UCAR
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KISALTMA LISTESI
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Gastrointestinal
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LC-MS
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PET
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Lazer doppler elektroforez

Kutle/ylk orani

Makro agregat albumin

Matriks destekli lazer dezorpsiyon iyonlastirma
Merkaptoasetiltriglisin
m-Maleimidobenzoil-N-hidroksisiiksinimid ester
Monoklonal antikor

Molekul agirligi

Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat

Sodyum klorir

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
N-Hidroksistksinimid ester

N-Metil-2-pirolidon

Sodyum azid

Fosfat tamponu (Phosphate Buffer Saline)
Pozitron Emisyon Tomografisi

izoelektrik nokta
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OZET

HEDEFLi RADYONUKLID TEDAVILERDE YENi NESIiL AJANLAR

Burcu UCAR

BiyomUiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Tez Danismani: Dr. Ogretim Uyesi Zeynep MUSTAFAEVA AKDESTE
Es Danisman: Prof. Dr. Mehmet Onur DEMIRKOL

Kadherinler, yanyana hicreler arasindaki molekiiler baglantiyi saglayan, adezyon
mekanizmasinin baglatilmasi ve devami igin kritik 6neme sahip olan hiicre adezyon ve
hiicre sinyal molekulleridir. Kadherin aile Giyelerinden N-kadherinler, timoér hiicreleri
ve timorlere ait genislemis kan damarlarinda yogun olarak sunulmaktadir. N-kadherin
antagonistleri ise, antineoplastik ve antianjiyogenik aktiviteye sahip vaskiler
hedefleme ajanlaridir. Bu ajanlar N-kadherin reseptoriine segici ve yarismali bir sekilde
baglanir, béylece timor vaskilatiri bozulur, timoér hiicre bliylimesi inhibe olur ve
timor hicresinin endotel hiicre apoptozu indiiksiyonu meydana gelir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, epitelyal mezenkimal dénisiimiin meydana geldigi doku ve hicrelerde
sunulan N-kadherini hedeflemek Uzere, teranostik platformda uygulanabilecek yeni
nesil bir peptid radyofarmasaétiginin sentezlenmesi ve bu analogun in vitro ve in vivo
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amacla kimerik antijen reseptori dizisine dayanan
secici baglayici His-Ala-Val (HAV) motifi iceren N-kadherin antagonisti olarak islev
goren ve (ADH-1)c olarak tasarlanan sentetik N-Ac-CHAVC-NH, siklik peptid dizisi
sentezlendi. Peptid sentezinde verimi yikselten ve rasemlesme miktarini distren
Fmoc kimyasi ile calisan mikrodalga destekli kati fazda peptid sentez sistemi kullanildi.
(ADH-1)c, lineer esdegerinin sentezi ve karakterizasyonu sonrasi amonyum asetat (% 5
w/v) kullanarak i=>i+5 makrosiklizasyonuyla elde edildi. Peptidin saflastirilmasi icin ters
faz-yiksek performansh sivi kromatografisi (RP-HPLC), karakterizasyonu icin sivi
kromatografisi-elektrosprey iyonizasyon-kitle spektrometresi (LC-ESI-MS) kullanildi.
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Siklik peptidin EDTA selatori ile konjugati (AntiCAD1) suda ¢ozlinlr karbodiimid
yontemi uygulanarak sentezlendi. AntiCAD1 ajaninin karakterizasyonu igin floresans
spektrofotometre, zetasizer ve LC-ESI-MS sistemlerinden vyararlanildi. Karakterize
edilen AntiCAD1, [®®Ga]Ga radyoniiklidi ile isaretlendi. [®3Ga]Ga-AntiCAD1 analogunun
radyokimyasal safligi TLC metodlari ile analiz edildi. Analogun lipofilisitesini belirlemek
icin P dagilim katsayisi hesaplanarak ‘calkalama sisesi’ yontemi uygulandi (logP=-
2.6910.54). Analogun biyodagilimi, Wistar Albino siganlari tizerinde PET/CT kullanilarak
arastirildi. Karaciger, bobrekler, dalak, tlikirlik bezi ve hedeflenen hasarli boélgede
sirasiyla ortalama 1.36, 1.96, 1.38, 1.16 ve 2.14 SUVmax degerleri ile kayda deger
oranda tutulum tespit edildi. Ajanin hedeflenen bdlge ile diger viicut dokulari arasinda
olan iligskini test etmek ve bu iliskinin derecesini 6lgmek igin istatistiksel Pearson
Faktori hesaplama yontemi kullanildi. Korelasyon katsayisi 0.73 olarak hesaplandi.
0.70-0.89 arasinda yer alan bu deger kuvvetli pozitif korelasyon olarak yorumlandi.

Bu tez calismasinda; kanser epitelyal mezenkimal doénisim belirteglerinden olan
adezyon molekuli ADH-1 peptidinden tirevlenen radyo isaretli konjugat [®3Ga]Ga-
AntiCAD1, N-kadherin protein sunumu artan hasarli dokularda ve metastatik solid
timorlerde kadherin aktivitesinin goriintilenmesinde kullanilabilecek potansiyel bir
radyofarmasotik oldugu anlasilmistir.  Calisma teranostik platformda dizayn
edildiginden konjugatin terapi radyonuklidleri ile isaretlenmesi durumunda analog
terapi amagli olarak uygulanabilir oldugu sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: Peptid sentezi, N-kadherin, (ADH-1)c, siklizasyon, konjugasyon,
PET/CT
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ABSTRACT

NOVEL AGENTS IN TARGETED RADIONUCLIDE THERAPY

Burcu UCAR
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Ph.D. Thesis
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Co-Adviser: Prof. Dr. Mehmet Onur DEMIRKOL

Cadherins are cell adhesion and cell signaling molecules that provide the molecular link
between adjacent cells, and have critical prescription for initiation and continuation of
the adhesion mechanism. N-cadherin, which is a member of the cadherin family, is
extensively presented in enlarged blood vessels of tumor cells and tumors. N-cadherin
antagonists are vascular targeting agents with antineoplastic and antiangiogenic
activity. These agents bind to the N-cadherin receptor in a selective and competitive
manner and by this way inhibit tumor vasculature and tumor cell growth, also induce
endothelial cell apoptosis induction of tumor cells. As part of this thesis, it is aimed to
synthesize a new generation of peptide radiopharmaceuticals that can be applied on
the theranostic platform to target N-cadherin present in tissues and cells where
epithelial-mesenchymal transformation has taken place and evaluate this agent in vitro
and in vivo. For this purpose, a synthetic N-Ac-CHAVC-NH; cyclic peptide sequence,
designed as (ADH-1)c, was synthesized which functions as an N-cadherin antagonist
containing a selective binding His-Ala-Val (HAV) motif based on the chimeric antigen
receptor sequence. A microwave-assisted solid phase peptide synthesis system based
on the Fmoc chemistry was used for raising the yield and reducing the amount of
racemization in the peptide synthesis. (ADH-1)c was synthesized by i - i + 5
macrocyclization using ammonium acetate (5% w/v) after synthesis and
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characterization of the linear counterpart (ADH-1). For the characterization and
purification, liquid chromatographic-electrospray ionization-mass spectrometry (LC-
ESI-MS) and reverse phase-high performance liquid chromatography (RP-HPLC) were
used respectively. The conjugate of cyclic peptide and EDTA chelator (AntiCAD1) was
synthesized by the water-soluble carbodiimide method. For the characterization of the
AntiCAD1 agent the fluorescence spectrophotometer, zetasizer and LC-ESI-MS systems
were used. The identified AntiCAD1 has been labeled with [*8Ga]Ga radionucleotides.
The [*8Ga]Ga-AntiCAD1 analytical radiochemical purity was analyzed by TLC methods.
In order to determine the analytical lipophilicity, the P dispersion coefficient was
calculated and the 'shake flask' method was applied (logP=-2.69+0.54). Analytical
biodistribution was investigated using PET/CT on Wistar Albino rats. Mean values of
SUVmax were 1.36, 1.96, 1.38, 1.16 and 2.14 in the liver, kidney, spleen, salivary gland,
and target lesion areas, respectively. The statistical Pearson Factor calculation method
was used to test the relationship between the agent’s target region and other body
tissues and to measure the degree of this association. The correlation coefficient was
calculated to be 0.73. This value, which ranged from 0.70 to 0.89, was interpreted as a
strong positive correlation.

In this study; identified that radio-labeled conjugate [*8Ga]Ga-AntiCAD1 derived from
the ADH-1 peptide - an adhesion molecule which is one of the cancer epithelial
mesenchymal transformation markers can be used as a potential radiopharmaceutical
in imaging cadherin activity in damaged tissues in which the increase of N-cadherin
protein presentation has been identified and metastatic solid tumors with increased
expression of the adhesion molecule. Because the study was designed on a
terranostatic platform, it was concluded that the conjugate could be used for analogue
therapy if it was marked with therapy radionuclides.

Keywords: Peptide synthesis, N-cadherin, (ADH-1)c, cyclization, conjugation, PET/CT
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kanser hastalarinin tedavisinde hedefe yonelik kisisel tedavi uygulamalarinin artmasi
ile birlikte bu hastalarin takip ve tedavilerinin degerlendiriimesinde yeni tartismalar
glindeme gelmektedir. Solid tlimorlerin sitotoksik kemoterapi ile tedavisinin
degerlendirilmesinde kullanilan RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors-
Solid Timorlerde Yanit Degerlendirme Kriterleri) ve WHO (World Health Organization-
Diinya Saglik Orgiiti) kriterleri hedefe vyoénelik kisisel tedavi uygulamalarinin
yayginlasmasi ile birlikte bir takim sorulara cevap verememektedir; tiimorin boyut
olarak kiiclilmesi veya ¢ekmesi (shrinkage) her zaman tedavinin basarili oldugunu
gostermemektedir. Bu ylzden, molekiiler gorintilemenin hedeflenen tedavi
uygulamalarinin takibinde basari ile kullanilabilme durumu cok ciddi olarak tartisilmaya
baslanmistir. Umut veren gelismeler ile birlikte son yillarda klinik uygulamalarda daha
spesifik hiicresel yolaklari (DNA replikasyonu, hiicre zari degisiklikleri, hipoksi, protein
sentezi vb.) baz alan bircok PET (Pozitron Emisyon Tomografisi) radyofarmasotiginin
hastalarin takip ve tedavilerinin degerlendirilmesinde uygulanmaya basladigi
gorilmektedir. Son 30 yilda niikleer onkolojik goriintiilemede kullaniimak lzere sayisiz
PET radyofarmasétigi gelistirilmistir. iclerinden hala birincil tercih olan 18F-FDG
(18Flor-Floro Deoksi Glikoz) ajani sadece tani amach degil, ayni zamanda kanser
evrelemesinde, tedaviye yanitlarin degerlendirilmesinde veya tekrar niiks tespitinde de
yaygin olarak kullanilmaktadir. Standart klinik evreleme metodlari icinde yer alan
konvansiyonel anatomik goriintiileme yontemleri 6zellikle patolojik boyuta ulasmayan

ancak metastatik tutulumu olan lenf nodlarinin gosterilmesinde ve rezidial kitlelerin
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degerlendirilmesinde yetersiz kalir. Sonug olarak; bu ajan dogruluk ve duyarlilig
nedeniyle her kanser tiri icin optimal degildir ve bazi durumlarda (iyi diferansiye veya
disik dereceli kanserler gibi) istatistiksel olarak belirgin 18F-FDG tutulumu
gozlenmemektedir. Birgok iyi huylu durumlarda (normal yara iyilesmesi, enfeksiyon,
inflamasyon, aktive olmus kahverengi yag dokusu) ise artan 18F-FDG tutulumu
gormekteyiz. Normal dokulari etkilemeden kanser hicresini yok etmek kanser
hicresinin -~ selektif  olarak  hedeflendirilmesi  ile  mimkindir.  Timore
hedeflendirmedeki ideal 6zelliklerden biri, etkin maddenin timaordeki yerlesiminin aktif
veya pasif hedeflendiriime ile artinimasidir. Hedeflendirme ile konvansiyonel,
biyoteknolojik ve gen kokenli ilacglar, viicudun organ, doku ve hiicre gibi spesifik
bolgelerine segici olarak tasinabilmektedir. Bu secici hedeflendirme ile, istenmeyen yan
etkiler azalmakta, en uygun terapotik yanit elde edilmekte ve yiliksek dozlarda toksik
etkileri gézlenen maddeler giivenli olarak kullanilabilmektedirler [1]. ilaglarin
hedeflendirilmesi iki sekilde saglanir; bunlardan biri pasif hedeflendirme, digeri de aktif
hedeflendirmedir [2]. Pasif hedeflendirme, intravendz enjeksiyondan sonra tasiyicinin
dogal olarak hedeflendirilmesi; organ, doku ve hiicreye vyerlesmesidir. Aktif
hedeflendirme; manyetik hedeflendirme, ultrasonik hedeflendirme ve ligant — reseptor
aracili hedeflendirme olmak lzere 3 ana baslik altinda incelenebilir. Ligant — reseptér
aracih hedeflendirmede kullanilan ligantlar arasinda monoklonal antikorlar, peptid
yapidaki blylime faktorleri, glikoproteinler sayilabilir [2]. Etkin madde, hedef hiicrenin
ylzeyindeki reseptore baglanabilen liganda (hormon, peptid gibi) konjuge edilir.
Boylece; etkin madde spesifik olarak hedef hiicreye yonlendirilmis olur. Glinimizde,
0zglin monoklonal antikorlar ile tiimére hedeflendirme galismalari yapilmaktadir.
Ancak, hedeflendirilmis antikor tedavisini kisitlayan birtakim faktoérler bulunmaktadir
[3]. Antikorlarin biyik boyutlu olmalari ve bu molekiillerin hedef boélgede diisiik
penetrasyon ve hiicre icine alimi ile karaciger ve RES (Retikiiloendotelyal Sistem)
tarafindan 6zglin olmayan alimlari, bu tip molekillere iliskin en dnemli sakincadir [4].
Bunun sonucunda, timore zayif penetrasyon ile karaciger ve kemik iliginde dozun
sinirlanmasina yol acan toksisite gorilebilir. Antikorlarin; radyondklid, sitotoksik ila¢ ve
toksinlerin timor bolgesine tasinmasi icin kullaniminda bu kisitlayici faktorler etkili

olabilir. Antikor hedeflendirilmesinde c¢ikan sorunlari azaltmak acisindan, peptidler



timore hedeflendirmede mikemmel alternatifler olarak dusliniilmektedir. Peptidlerin
antikorlara gore kugik boyutlu olmalari, kimyasal olarak dayanikli ve tiirevlendirmeye
uygun olmalari ile genel olarak RES’ e yakalanmamalari gibi Gstinlikleri bulunmaktadir
[3]. Ayrica; kanser hiicrelerine 6zgli aminoasit dizilimine sahip peptidler ile kanserde
hedeflendirme mimkiin olabilmektedir [4-6]. Kanserde hedeflendirmenin ve
hedeflendirmede peptid molekilleri kullaniminin Ustiinliklerine istinaden, bu tez
kapsaminda solid timorla kanser hastalarinin tani ve tedavilerini gelistirmek amaciyla
ve enfeksiyon odaklarinin tespitinde, (ADH-1)c peptidinin sentetik olarak Uretilmesi,
hedeflendirilmesi ve biyodagilimi kesfedilecektir. Eksherin (ADH-1)c antineoplastik ve
antianjiogenik aktiviteye sahip, siklik pentapeptid vaskiler-hedefleyici, kiclk bir
ajandir; N-kadherini spesifik ve yarismali olarak bloklama 06zelligine sahiptir. Bunun
sonucu olarak timor vaskiler sistemi hasar gorir, timor hiicre blylmesi inhibe edilir,
timor hiicresi ve endotelyal hiicre apoptozu indiklenir. N(No6ral)-kadherin kalsiyum-
aracih hicre-hiicre adezyonu ve sinyal mekanizmasina katki saglayan proteinlerin,
kadherin siper familyasindan bir hicre-ylizey transmembran glikoproteinidir. Bazi
agresif timorlerde, endotelyal hicrelerde veya bazi timoér kan damarlarinin
perisitlerinde diizenleyici olabilir. N-kadherin, néronal hiicrelerin timinde ve néronal
olmayan hiicrelerin pek ¢ok tipinde hiicreler arasi adezyon mekanizmasini baslatan,
kalsiyum-aracili biribirine bagl tekrarlayan ilmiklerden olusan bir integral membran
glikoproteinidir. Hiicrelerin ekstraselliler bodlgesinde, N-kadherin monomerleri
eszamanli olarak kendi aralarinda (cis etkilesimler) ve karsilikh hiicreler arasinda (trans
etkilesimler) adezyon mekanizmasinin baslamasini ve devamini saglar. N-kadherin
monomerinin her birinin N-terminal ucundaki Trp kalintisi bir Ala igeren karsit
hidrofobik paketi yikler. Artan timor blylmesi yeterli kan kaynagina baglidir [7].
Bunun sonucu olarak anjiogenez timor bliyliimesini saglamada merkezi bir rol oynar.
N-kadherin kan damari stabilitesini saglar ve anjiyogeneze katkida bulunur. Sonug
olarak tiimor biylimesi N-kadherine baglidir. CAM’in antagonistleri timor blylimesini
yeterli oranda etkiler. N-kadherin zayif farkhlasmis karsinomlarda, melanoma,
néroblastoma ve multipl myeloma gibi pek ¢cok tiimér tiriinde sunulabilir [7]. Iyi huylu
karsinom hiicreleri E-kadherin sunumunu durdurur ve yerine N-kadherin sunar. E-

kadherin kaybi N-kadherinin anormal sunumu timoér hicrelerinde polarite kaybina,



apoptoz direncine, invaziv ve metastatik olusuma neden olur. Sonug olarak N-Kadherin
antagonistleri timor hicre apoptozuna ve metastaz olusumuna neden olma
potansiyeline sahiptir. Tumor hicrelerinin davranisini diizenlemede N-kadherinin
yetenegi fibroblast blylime faktori reseptori ile i¢ etkilesime ve fibroblast blylime
faktori reseptoriniin aktivasyonuna katki saglar [7]. N-kadherinin kanser hiicre
metastazlarini etkileyen molekiler mekanizmasi henliz tam olarak aydinlatilamamistir.
Hiicrede N-kaderin sunumunun artisiyla meydana gelen metastatik olusum sirecindeki
N-kadherin-timor hiicreleri ya da endotelyal hiicreler arasindaki arasindaki i¢ etkilesim
tam manasiyla kesfedilememistir. Calismalar metastazlarin olusumunda kadherinin
rolinin belirlenmesine gerek duymaktadir. Peptid radyofarmasotikleri aktif
hedeflendirme ile reseptoérlerine spesifik baglanma gosterdigi vicut boélimlerinde
timor dokularina gok daha yiksek oranda baglanirlar. Gama veya pozitron yayan
radyondklidler ile isaretli peptidler (radyofamasétikler) kullanilarak, gama kameralar
(sintigrafi) ve pozitron emisyon tomografi (PET) yontemleri ile beyin ve diger
organlardaki reseptorlerin canl organizmada goriintiilenmesi mimkin olmustur.
Boylece radyoisaretli peptidler ile timor gorintilemesi (evreleme ve yeniden
evreleme) ve tedavisi yapilabilmektedir. Bu yaklasimda, iretecegimiz teranostik ajanlar
ile; tanisal yontem ve tedavi yontemi birlestirilecek, yani terapdtikle benzer kimyasal
yapidaki tanisal ajanla molekiiler goriintiileme ya da inceleme yaparak, tedaviye yanit
konusunda 0©6ngoériide bulunmak mimkin olacaktir. Bu yontemin 0&zellikle
kisisellestirilmis tip uygulamalarinda radyoisaretli peptidlerin hedeflendirilmesi yoluyla
kullanilmasi s6z konusudur. Bahsi gecen radyoisaretli peptidlerin timoér hiicrelerine
yuksek affinitesinin olmasi bir ¢cok kanser tirinln teshis ve tedavisi icin molekdler
hedefleri gosterir ve bu da onkolojik niikleer gériintlileme ve endoradyoterapinin

temelini olusturmaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Kanserde hedeflendirmenin ve hedeflendirmede peptid molekilleri kullaniminin
Ustinliklerine istinaden, bu tez kapsaminda klinikte solid timorli kanser hastalarinin

tani ve tedavilerini gelistirmek, enfeksiyon odaklari ve epitel dejenerasyon tespiti



amaciyla, (ADH-1)c peptidinin sentetik olarak uretilmesi, hedeflendirilmesi ve

gorintileme galismalarinin ardindan biyodagiliminin kesfedilmesi amaglanmistir.

1.3 Hipotez

Bu tez calismasinda kemoterapotik 6zellikteki sentetik peptidin sentezi, saflastiriimasi
ve karakterizasyonunun yapilmasi, peptidin selatérle biyokonjugatinin sentezlenmesi
ve karakterize edilmesi, biyokonjugatin radyontklid ile isaretlenerek radyokimyasal ve
radyonuklidik oranlarinin belirlenmesi ve biyodagilim-biyogoriintiileme ¢alismalarinin

gerceklestirilmesi beklenmektedir.

Sentezlenen biyokonjugat daha sonraki ¢alismalarda farkli radyoniklidik metaller ile
isaretlenecek ve buradan alinan sonuclarin Diinya’da ve lilkemizde yapilmakta olan ve

yapilacak tiim ¢alismalara isik tutacagi diistintilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Peptid

Peptidler, kimyasal dogalarina gore asit amidlerdir. Hidrolizle amino asitlere
parcalanirlar [8]. Peptidler yapilarinda bulunan amino asitlerin fonksiyonel gruplarina
ve dizilisine gore farkh ozellikler gostermektedir. Canli organizmalardaki kan basinci,
agri, hafiza, istah, blylime gibi bircok olayi kontrol etmeleri peptidleri potansiyel tedavi
araclari olarak ilgi odagi haline getirmektedir. Peptidler genel olarak lc¢ sekilde elde
edilebilirler. Bunlar dokudan saflastirma ile, genetik miihendisligi yontemlerinin
kullanimi ile ve kimyasal sentez yoluyladir. Peptid ve proteinlerin yer aldigi biyolojik
islemlerin ilerleyisi hakkinda bilgi sahibi olmak, bu islemlerin kontrolii ve sonuglari
bakimindan blylk ©6nem tasimaktadir. Peptidler hiicre-hiicre haberlesmesi,
metabolizma, immin cevap ve Ureme gibi pek cok biyokimyasal islemde vyer
almaktadir. Peptidlerin fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda c¢ok 6nemli roller
Ustlenmeleri onlarin birer potansiyel ilag adayi olmalarina arttirici etki géstermektedir

[9-11].

2.1.1 Biyomedikal 6nemi

Peptidlere biyomedikal acidan, 06zellikle endokrinolojide bulylk ilgi duyulmustur.
Vicudun temel hormonlarinin birgcogu peptiddir ve noksanliklari ile ortaya c¢ikabilecek
durumlari diizeltmek (izere hastalara verilebilirler (6rnegin; diyabetli hastalara insilin

verilmesi). Belirli bazi antibiyotikler (6rnegin; valinomisin ve gramisidin A) gibi az



sayidaki antitimor ajanlar (6rnegin; bleomisin) peptiddir. Birgcogu viicutta oldukca az
miktarlarda bulunan ve bu nedenle tedavi igin yeterli miktarlarda izole edilmeleri gii¢
olan peptid hormonlarin, hizli kimyasal sentez ve rekombinant teknoloji ile yapimlari
mimkin olmustur. Asilarda kullanilmak Uzere, dogal kaynaklarda da az miktarlarda
bulunabilen bazi peptidlerin (6rnegin, viral peptidlerin ve proteinlerin) sentezleri, ayni
teknoloji ile mimkin olmustur [12]. Bir amino asidin karboksil grubu ile ikinci bir
amino asidin amino grubunun bir mol su ayrilmasi sonucunda birlesmesiyle bir
dipeptid, lic amino asidin ayni sekilde birlesmesiyle bir tripeptid meydana gelir, dort

amino asid ise bir tetrapeptid teskil eder.

Amino asit (1) | H Amino asit (2) H
WY u
H H

R R

Karboksil grubu = Amin grubu

Peptid bag

Su

Dipeptid

Sekil 2. 1 Peptid baginin olusumu

Sekil 2.1’de peptid bagi goriilmektedir. Bir dipeptidte iki amino asit yalniz bir peptid
bagi ile birbirine baglanmistir. Bir dipeptide 6rnek olarak verilen Alanilglisin yapisi Sekil
2.2’de gorilmektedir. Bir tripeptidte ise U¢ amino asit iki peptid bagl ile birbirine
baglanmistir. Sayet s6z konusu bir polipeptid zinciri ise ve bu zincirde n kadar amino

asit varsa n-1 kadar da peptid bagi var demektir.



Glisilalanin

Sekil 2. 2 Alanilglisin dipeptidinin yapisi

Protein yapisindaki peptid baginin rolii 1902 yilinda Hofmeister ve Fischer tarafindan
actklanmistir. Peptid baglarinin varligini gostermek icin kullanilan test biliret testidir. Bu
testin temel reaksiyonu, cok seyreltik bakir silfat sollisyonuna alkali pH sinirlari igcinde
protein sollisyonunun ilave edilmesi ile meydana gelen renk reaksiyonunun
olusmasidir. En az iki komsu peptid baginin bulundugu c¢oézeltilerde kisa zamanda
eflatun renk (leylak rengi) ortaya cikmaktadir. Biyolojik bakimdan aktif molekiller olan
vazopresin, oksitosin, insiilin ve ribonlkleazin basarili yapay sentezleri, proteinlerin
primer yapisinda peptid baglarinin ne kadar o6nemli bir rol oynadigini ortaya
koymustur. Bir peptid molekilindeki amino asid kalintisi sayisi ondan fazla degilse
buna oligopeptid denir. Ondan fazla amino asit peptid baglari ile birlesirse polipeptid
meydana gelir. Polipeptidler ylzden fazla amino asit kalintisi ihtiva ederlerse protein

adini alirlar [8], [13].

*H;,N—lC— —N—¢—C—N—C—C—N—C—C—N—CH—C00
(!:H (clzn) (l:H CH ('|:H
2 2/3 2
PN
| HaC CH, H;,C/ \CI_Iz
coo TH I
CH,
c
HZN/ NH
DRVYI
OH

Sekil 2. 3 Peptidlerin primer yapisi

Bir peptidin tam olarak bilinmesi icin; peptidi olusturan ve hidrolizlendiginde serbest
hale gecen amino asitlerin cins ve sayisini bilmek yetmez, bunlarin zincirdeki dizilis
siralarinin da bilinmesi gerekir (Sekil 2.3). iki farkl amino asit oldugunda, bunlardan iki
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farkh dipeptid tiirer. Ornegin, glisin ve alanini alalim: Olusan dipeptidler “Alanil-

glisin”ve “Glisil-alanin” seklinde adlandirilir ki bunlar farkh bilesiklerdir (Sekil 2.4).

o] (o] o] (o}
|- | I« |
H;N—CH—C——N—CH—C—0H HgN—CH—C——N—(liH—C—OH
CH;3 H H CH;
alanil-glisin glisil-alanin

Sekil 2. 4 Alanilglisin ve Glisilalanin dipeptidlerinin yapisi

Bu dipeptid lglinct bir amino asidle birleserek bir tripeptid meydana gelirse, bunun 6
izomeri olur. Boylece ylzlerce amino asidten meydana gelmis bir proteinin sayisiz
izomeri olabilir. Her peptid molekilinin bir ucunda serbest bir amino, diger ucunda
serbest bir karboksil grubu vardir. Bu gruplara terminal (ug) gruplar denir; serbest
terminal amino grubuna N-terminal grubu, serbest terminal karboksil grubuna ise C-

terminal grubu adi verilir [14].

2.1.2 Peptidlerin Yaziligi ve Adlandiriliglari

Yaygin bir kural olarak peptidler, -NH, amin grubu sola ve -COOH karboksilik asit grubu
saga gelecek sekilde yazilir. Polipeptidleri adlandirirken, -NH; tarafinda olan amino asit

o \n
-il

kalintilari seklinde olan son ekli koklerle birbirine baglanir, en sagdaki -COOH
karboksilik asit iceren amino asidin adi en son belirtilir. Simgelerle gosteriliste, t¢ harfli
veya tek harfli simgeler kullanilabilir ve boylece formillerin yazihsi da oldukca
kisaltilmis olur. Yukarida formdilleri verilen “Alanil-glisin” (Simgelerle: Ala-Gly veya A-G)
ve “Glisil-alanin” ise (Gly-Ala veya G-A) seklinde gosterilir. Cizelge 2.1’de amino

asitlerin tek ve Ug harfli kisaltmalari gorilmektedir [8], [15].

Cizelge 2. 1 Amino asitlerin tek ve Ug harfli kisaltmalari

Genel isim Ug Harf / Tek Harf Sistematik isim
Alanin Ala/A 2-Aminopropanoik asit
2-Amino-5-
Arjinin Arg /R mino

guanidinopentanoik asit

2-Amino-3-

Asparajin Asn/N karbamoilpropiyonik asit




Cizelge 2. 1 Amino asitlerin tek ve g harfli kisaltmalari (Devami)

Aspartik asit Asp /D 2-Aminobiitandioik asit
Sistein Cys/C 2-Am|n0_-3- I
merkaptopropiyonik asit
. 2-Amino-4-
Glutamin Gin/Q karbamoilbitanoik asit
Glutamik asit Glu/E 2-Aminopentandioik asit
Glisin Gly/G Aminoetanoik asit
Histidin His / H 2—Am.|no—3—(.1H—|.m|d§zol—4—
il)propiyonik asit
izolBsin lle /| 2-Am|no-3-m§tllpentan0|k
asit
Lésin Leu/L 2—Am|no—4—m§t|lpentan0|k
asit
Lizin Lys /K 2,6-Diaminohegzanoik asit
2-Amino-4-
Meti i M M
etiyonin et/ (metiltiyo)biltanoik asit
Eenilalanin Phe / F 2-Am|no-3-fe'n||propan0|k
asit
Prolin Pro/P Pirolidin-2-karboksilik asit
. 2-Amino-3-
Serin Ser/s hidroksipropiyonik asit
. 2-Amino-3-
Treonin Thr /T hidroksibilitanoik asit
. 2-Amino-3-(1H-indol-3-
Triptofan Trp /W il)propiyonik asit
2-Amino-3-(4-
Tirozin Tyr/Y hidroksifenil)propanoik
asit
Valin val /v 2-Amino-3-metilblitanoik

asit

10




Polipeptidler (proteinler) 100 veya daha fazla sayida amino asit kalintisi
icerebildiklerinden, primer yapilarini gostermek lizere amino asitler igin 3-harfli veya 1-

harfli kisaltmalar kullanilmistir [8], [12].

2.1.3 Niikleer Tipta Peptidler

Peptidler diger molekil siniflarindan ziyade daha temel biyolojik proseslerde gerekli
elementlerdir. Hicresel fonksiyonu, hiicrelerarasi iletisim, immin yanit ve bilgi-
transdiksiyon yolaklarini kontrol ve modiile etmek igin en yaygin mod, peptid-protein
arasi non-kovalent etkilesim yoludur. Ornegin; hormonlar, nérotransmiterler,
noéromodaulatoérler, biyime ve blylme inhibisyon faktorleri ve sitokinler gibi peptid
fonksiyonlari. insiilin, oksitosin ve kalsitonin gibi sayisiz istisnaya ragmen, cogu peptid-
ligandlari ilag olarak direkt kullanilmaz ve siklikla terapi igin en kullanish ligandlar nativ
ligandlarin antagonist veya agonistleri olarak hareket eden analoglari olmahdir.
Biyolojik aktiviteleri modile eden reseptorleri hedef alan peptidlerin veya
peptidomimetiksin gelistiriimesi, biyoloji, kimya ve tipta o©ncelik tasir. Peptidler
blyimede ve diger hiicresel islevlerde sadece normal dokularda degil, ayni zamanda
timorlerde de 6nemli rol oynar. Cogu tiimor sikhkla yiksek yogunlukta olan farkl
peptidler icin reseptor sunar ve bu reseptorlerin bircogu in vitro biyime dizenleyici
etkilere aracilik eder. Belli tlirdeki timorler ayrica peptidlerin biiyime inhibisyonu veya
bliyimeyi tesvik eden sinyallere tepki verir. Bu, in vivo olarak, insanlardaki timorlerin
tedavisinde énemli bir klinik yaklasim haline gelen bir etkidir. ideal érnek, reseptorleri
bircok neoplastik dokuda asiri eksprese olan somatostatin analoglarinin kullanimidir.
Peptid reseptoér hedeflemesi yoluyla timorlerin gortintilenmesi, yaklasik 28 yil 6nce
radyoniklidle isaretlenmis somatostatin analoglarinin, bir gama kamera kullanilarak
insan tlimorlerinin in vivo goruntilemesi icin nikleer tipta kullanilmasiyla basladi.
Nikleer tip esas olarak tanisal bir disiplindir; glicii morfolojik bilgilerden ziyade (pato)
fizyolojik fonksiyonlari  gorintiileyebilmektir. Bu alandaki gelisme, biyokimyasal
belirteclerin goriintllenmesi yoluyla in vivo doku karakterizasyonu yoniinde
ilerlemektedir. Reglilator peptidlerin radyoisaretli analoglarinin nikleer onkolojide
kullanilmasi bu dogrultuda 6nemli bir adimdir. Hedefleme ajanlari olarak peptidler,

ornegin antikorlar gibi proteinlere kiyasla bircok avantaj saglar. Yiksek molekiler
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agirliklari nedeniyle, antikorlar siklikla hedef bolgede sinirli baglanmaya/tutuluma ve
hedef-arka plan oranina neden olan kandan yavas atilima neden olur. Aksine, peptidler
kolayca sentezlenirler (kati faz sentezi, paralel ve kombinasyonel yaklasimlar, faj
sunumu), daha ucuzdurlar, modifikasyon ve etiketleme igin zor kosullara dayanabilirler.
immiinojenik yanit olusturma olasiig daha az, kandan temizlenme, doku
penetrasyonu ve timor tutulumu ise daha hizlidir. Ancak, radyofarmasotikler olarak
kullanilan peptidlerin bazi 6nkosullari vardir. Oncelikle, reseptérler hedef {izerinde
uygun miktarlarda eksprese olmali, ylksek ekspresyon veya spesifik ekspresyon
istenen oOzellikler olmalidir. Peptid ligandi, dogal bilesik olarak reseptdre karsi yliksek
afiniteye sahip olmalidir. Terapotik uygulamalar icin, endositoz ile internalizasyon,
daha yuksek tutulum siiresi nedeniyle mutlak bir énkosul gibi gériinmektedir. Ayrica
klinik Oncesi biyolojik dagilim ¢alismalari uygun sonuglar vermelidir. Son olarak,
radyoaktif isaretli peptidlerin temel sorunu, metabolik stabilitedir (sadece peptid kismi

icin degil, ayni zamanda metal-selatlayici kompleksinin stabilitesi i¢in de) [16].

2.1.4 Organizmada Bulunan Bazi Peptidler

Bircok kisa peptid dizisi cok diisiik derisimlerde etkisini gosterir. Cok sayida omurgali
hormonu kigik peptidlerdir. Bunlardan oksitosin (dokuz amino asit kalintisi) arka
hipofizden salinan ve uterus kasilmasini uyaran hormondur, bradikinin (dokuz amino
asit kalintisi) doku inflamasyonunu inhibe eder, tirotropin salgilayici hormon (li¢ amino
asit kalintisi) hipotalamusda olusur ve bir baska hormon olan 6n hipofiz bezindeki
tirotropinin salinimini uyarir. Oldukca toksik bir mantar zehiri olan amanitin ve bazi
antibiyotikler de ufak peptidlerdir. Kiiclik polipeptidler ve oligopeptidlerden biylkce
olanlarina ornek ise biri 30 digeri 21 amino asit kalintisi olan iki polipeptid zincirinden
olusmus pankreatik hormon insulindir. Glukagon ise insiline zit etki gosteren bir diger
pankreatik hormon olup 29 amino asit kalintisi icerir. On hipofiz bezi hormonu
kortikotropin ise 39 amino asit kalintisi icerir; sigir kimotripsinojeni ise 245 amino asit

kalintisi icerir [17].

Dogada cok cesitli spesifik oOzelliklerde peptidler bulunmaktadir. Bunlar kimyasal
haberciler, norotransmiterler, uyaricilar veya inhibitorler seklinde pek c¢ok viicut

fonksiyonunu diizenlerler. Peptidler daha c¢ok beyinde 06zellikle noronlarda
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sentezlenirler ve bunlara néropeptidler adi verilir. Genellikle bu diizenleyici peptidler
insan vicudunda ¢ok dlsik konsantrasyonlarda bulunurlar. Baslica beyin,
gastrointestinal sistem, endokrin sistem, bobrekler, akciger, imminvaskiler sistemde
bulunurlar. Goruldigi Gzere diizenleyici peptidler neredeyse tim anahtar organlari ve
metabolik prosesleri kontrol eder ve dizenlerler. Bazi 6nemli “diizenleyici peptidler”

Cizelge 2.2'de verilmistir [18], [19].

Cizelge 2. 2 insan viicudunda bulunan bazi énemli diizenleyici peptidler

Kisaltma Isim Bazi Biyolojik Etkiler
o-MSH o-melanosit uyarici hormon Melanogenezis
AT Anjiyotensin Vazokonstriksiyon
. Vazokonstriksiyon,
VP Vazopressin Antidiiirezis
ANF Atrial natridretik faktor Natrilrezis, Vazodilatasyon
BN Bombesin/Gastrin salgilayici peptid Bagirsak hormonlari salimi
BK Bradikinin Va?odilata.syon,
Hipotansiyon
CcT Kalsitonin Kalsiyom dengesi
CCK Kolesistokinin Mesane kasiimasi
GAL Galanin Gastrointestinal immotilite
LHRH Luteinize hormon salgilayici hormon LH ve FSH uyarimi
NPY NGropeptid-Y Anksiygte baskilanmasi,
Istah artisi
NT Nérotensin Vazokonstr.U.ksiy'on, Vaskiler
permeabilitenin azalmasi
SEC Sekretin Pankreatik NaHCO3z salimi
ST Somatostatin Hormon ve ekzokrin salimin
baskilanmasi
SP P maddesi Hipotansiyon, Tikrik salimi
. . . Vazodilatasyon, Bagirsakta
VIP Vazoaktif intestinal peptid

su ve elektrolit salimi

2.1.4.1 Oksitosin ve Vazopressin

Oksitosin ve Vazopressin hipofiz i¢c salgl bezinin arka kismindan salgilanan iki farkh
peptid hormonudur. Her iki molekiilde de 7 amino asit birbirinin aynisidir, sadece 3. ve
8. amino asit kalintilari farklidir. Oksitosin, diz kaslari gevsetir, oysa Vazopressin

derideki kan damarlarini blizerek kan basincinin yikselmesine yol acar [12].
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2.1.4.2 Somatostatin

28 aminoasite kadar ulasabilen 14 aminoasitli uzun siklik bir peptidtir. Somatostatin
blylime hormonu, thyrophin, insulin, glukagon, gastrin gibi c¢esitli hormonlarin
salgilanmasinda, diiz kas kasilmalarinda, nérotransmitasyon ve hiicre ¢ogalmasinda rol

oynar [15].

2.1.4.3 Vapreotid (RC 160)

Octreotid’in bu analogunu TOC’tan ([Try3] octreotide) ayiran, Thr6 yerine Val6; Thr8
(ol) yerine Trp8 gelmesidir. Octreotide ile kiyaslandiginda vapreotide’in SSTR4’e
(Somatostatin Reseptorli 4) baglanma egiliminin arttigi bulunmustur. Bu durum
octreotide gore daha genis bir spektrumda tliimor tiplerinin tanimlanabilecegi
Umitlerini arttirmistir. Vapreotid’in kan-beyin bariyerini gecebilecegi séylenmektedir.
Ayni metal ve koligand ile isaretlendiginde TOC vapreotide gore in vivo olarak daha

yuksek tutuluma sahiptir [15].

2.1.4.4 Vazoaktif intestinal Peptid (VIP)

Dislilfid baglari icermeyen 28 amino asitli bir néropeptidtir. VIP, hipofiz adenilat siklaz
aktive edici polipeptid ile yakindan iliskilidir. Bilinen iki tane VIP reseptorii (VIPR)
bulunmaktadir. VIPR1 merkezi sinir sisteminde, VIPR2 ise periferal dokularda
bulunmaktadir. VIP’nin cgesitli hormonlarin salgilanmasini baskilamak, immin cevabi
modiile etmek, normal ve malin hiicrelerin proliferasyonunu ve biiyiimesini baskilamak
gibi cesitli biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir. Bu biyolojik aktiviteler, periferal kan
hiicrelerinde, bobreklerde, gastrointestinal sistemde, akcigerlerde bulunan hiicre

ylizey reseptorlerine VIP’ nin baglanmasi ile gerceklesir [15].

2.1.4.5 P Maddesi

Tacikinin ailesine ait diizenleyici bir peptidtir. Ug farkli tacikinin reseptori (NK1, NK2 ve
NK3) tanimlanmistir. P maddesi, beyin, lenfatik doku, damarlar, bagirsak diiz kasi,
bronsiyolar duvarlarda da bulunan NK1' e yilksek afinite (ilgi) gostermektedir. P

maddesi reseptorleri inflamatuar hastalik ile timus ve tukirik bezlerinde de
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bulunmaktadir. P maddesi reseptorleri ayni zamanda meme kanseri, néroblastoma,

kolon kanseri, pankreatik kanser ve malin lemfomada da bulunur [15].

2.1.4.6 Kolesistokinin (CCK)

ilk olarak bagirsaktan izole edilmis olan bir peptidtir (33 amino asitli, CCK-33).
Duedunumdaki ve jejunumun yukari kismindaki kripta ve villus epitellerinde bulunan i-
hicreleri tarafindan salgilanan bir bagirsak hormonudur. Daha sonra beyinden izole
edilmistir. Noéronlarda ve sinir uglarinda cesitli homologlar halinde bulunur. Merkezi
sinir sisteminde norotransmitter olarak rol oynar. En fazla bulunan homologu 8 amino

asitli olanidir (CCK-8) [15], [20].

2.1.4.7 Norotensin

Noérotensin, ileum ve hipotalamusda vyiksek konsantrasyonlarda bulunan ve
hipotansiyon, analjezi, bagirsak biizlilmesi, vaskiiler gecirgenligin artmasi gibi cesitli
fizyolojik etkilere neden olan 13 amino asitli bir peptidtir. ilk olarak sigir
hipotalamusundan izole edilmistir. NOrotensin reseptorleri pankreas ve prostat

kanserlerinde salgilanmaktadir [15].

2.1.4.8 Kalsitonin

Kalsiyum seviyelerini dizenleyen 32 amino asitli bir noropeptidtir. Kalsitonin
reseptorleri normal osteoklastlar, lenfositler, beyin, bobrek, testis ve prostatta
bulunmaktadir. Reseptorler, meme kanseri, bronsiyal kanser, prostat kanseri, malin
limfoid dokularda, medullar tiroid karsinomasinda ve osteolitik kemik hastaliginda

artan oranlarda bulunmaktadir [15].

2.1.4.9 Bombesin ve Bombesin Benzeri Peptidler

Bombesin (BN), hem karada hem suda yasayan (amfibiyan) Bombina bombina
kurbagasinin derisinden elde edilen bir tetradekapeptiddir. Memelideki karsihgr 27
aminoasit uzunlugunda gastrin salgilayici peptidtir. Gastrin salgilayici peptidin C-
terminal dizilimi aynen bombesin gibidir. Farmakolojik aktiviteler bagirsak

hormonunun salinimini, pankreatik ve gastrik asit sekresyonunu icerir. TiUm bunlara ek
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olarak GRP ve BN mitojenik etkilere sahiptirler ve hiicre cogalmasini tetikler. Akciger,
prostat, meme, pankreas ve kolon gibi organlarda reseptorlerinin bulundugu pek ¢ok
cesit timor dokulari tespit edilmistir [21-23]. Amfibiyan derisinden elde edilen yapisal

olarak bombesine benzer bazi peptidler li¢ gruba ayrilr:

a) Bombesin ve alytesini iceren bombesin ailesi,
b) Litorin ve ranatensini iceren ranatensin ailesi,

c) Leu(8) ve Phe(8)-Phyllolitorinleri iceren Phyllolitorin ailesi

Cizelge 2.3'de bombesine benzer peptidlerin siniflandiriimasi gérilmektedir [21-23].

Cizelge 2. 3 Bombesine benzer peptidlerin siniflandiriimasi

isim Amino Asit Dizilimi Ma(Da)

Bombesinler

Bombesin pEQRLGNQWAVGHLM-NH; 1618
[pGlul] bombesin (6-14) PEQWAVGHLM-NH; 1053
[Phe13] bombesin pPEQRLGNQWAVGHFM-NH; 1621
Alytesin pPEGRLGTQWAVGHLM-NH, 1536

Ranatensinler

Litorin pEQWAVGHFM-NH; 1084
[Glu(OMe)2] litorin pEE(OMe)2WAVGHFM-NH: 1098
PG litorin PEGGGPGIinWAVGHFM-NH; 1352
Rohdei litorin pELWATGHFM-NH; 1034
Ranatensin pEVPQWAVGHFM-NH; 1280

Phyllolitorinler

Phyllolitorin PELWAVGSFM-NH; 1019
[Leu8] phyllolitorin PELWAVGSLM-NH; 985
[Thr5, Leu8] phyllolitorin PELWATGSLM-NH; 987
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Bombesin insan ve fare kanser modellerinde gesitli kanserlerin biiyimesini uyaran, 14
amino asitlik, ciltten izole edilen bir peptidtir. Hiicre ylzeyine G-proteinine bagl
reseptor secici olarak baglanir. Bu nedenle, néroendokrin hiicrelerinden BN/GRP’nin
salgilanmasinin  androjen-bagimsiz  prostat kanserinin ilerlemesinden sorumlu
olabilecegi onerilmistir [21]. GRP yaygin olarak akciger ve gastrointestinal yollarda
dagilr. Kiglk hiicreli akciger kanseri (SCLC), meme, prostat, ve pankreas kanserlerinde
Uretilir, buyime faktori ve timor belirteci olarak islev gorir. Su giinlerde, GHRH nin
(Growth hormone-releasing hormone; Biylime hormonu salgilatici hormon) prostat
kanseri iceren insan timorleri tarafindan Uretilmesi nedeniyle, pek ¢ok arastimaci
potansiyel anti-kanser tarapotikleri olarak GHRH antagonistlerinin  gelisimine
odaklanmis durumdadir. Prostat kanseri ve metastazlarindaki peptidler igin
reseptorlere hedeflendirilebilen bombesinin sitotoksik analoglarinin kullanilabilmesi,

prostat kanseri tedavisinde ekibimiz icin umut verici bir yaklasimdir.

GRPR (gastrin-releasing peptide receptor, gastrin salgillayan peptid reseptori)

agonistlerinden;

AGBBN (GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2) ve MAGBBN (Gly-Gly-Gly-Arg-Asp-Asn-
GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH>) ile

GRPR antagonistlerinden;
ATBBN (D-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-NHCH,CH3) ve MATBBN (Gly-Gly-Gly-Arg-

Asp-Asn-D-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-NHCH,CHj3) dizileri bombesinin

analoglaridir.

2.1.4.10 Kadherinler
Kanser Patolojisinde Epitelyal Mezenkimal D6niisiim

Epitelyal mezenkimal donlisim cok dinamik ve c¢ok basamakli bir olaydir. Olaylar
koordineli bir sekilde gelisir. Once kohezyon kaybi olusur, bazal membran ve
ekstrasellliler matriks hasara ugrar. Daha sonra motiliteyi artiran hiicre iskeletinin
aktivasyonu ve yeniden dlizenlenmesi gerceklesir. Son olarak stromal kompartmana
goc gelisir. Epitelyal mezenkimal donlisiim gelismesinde bircok faktor rol almaktadir.

Bunlar:
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-Blyume faktorleri ve bunlarin reseptorleri (tirozin veya serin treonin kinaz

reseptorleri);

-Hiicre disi matriks ile iliskili molekiiller (integrinler, kollajenler, matriks pargalayan

protezlar);

-Signal tasiyict Ras, Src veya B-katenin yollarindaki aktivasyon ve Rho GTPaz aktivite
dengesindeki kayma, aktin baglanmasini saglayan protein fascin olusumuna yol

acabilir, bu da daha fazla hiicre-hicre baglantilarinin ayrismasina neden olur.

Sonug olarak timor hiicreleri komsu hiicrelerden ayrisarak hareket kazanir, epitelyal
kompartmani terk eder ve migrasyon yaparak cevre stromaya invazyon gosterir.
Vimentin epitelyal mezenkimal donlisiim sirasinda upregiile olur, onun ekspresyonu

migratuar fenotiple iliskili goriinmektedir.

Kadherinler, embriyolojik dokularin olusumu ve stabiliteleri igin gerekli, hiicreler arasi
yapisma olaylarinin baslamasi ve devami igin kritik 6neme sahip olan hiicre adezyon
molekdlleridir. Bu ailenin bireyleri, sican embriyosunun blastomerlerinde tek hiicre
asamasinda saptanmistir ve hiicrelerin implantasyonu ve sonraki morfojeneze yol agan
olaylarda vazgecilmez yapilardir. Kadherinlere karsi olusmus antikorlar, embriyolojik
dokulara eklendiginde, hiicre-hiicre yapismasinin kopmasi sonucu doku yapisinda
siddetli bozulmalara neden olur. Kadherinler, molekiler agirliklari 120,000-140,000
kDa arasinda degisen, yapi ve fonksiyonlari acgisindan Ca*? bagimli transmembran
proteinlerdir. Kadherinler, plazma membranindaki dagilimlarina dayanarak, klasik ve
desmozomal olarak siniflandirilabilirler. Kadherin aracili adezyon, isiya bagimlidir ve
Ca*? gerektirir. Kadherinler yapisal olarak birbirleri ile benzerlik gésterirler. Bircok
tekrarlayan ilmikten (domain) olusan ve Ca*¥a baglanmada énem tasiyan genis bir
hiicre disi N-ucu ile, kadherinler arasinda ¢ok iyi korunan sitoplazmik bolimle baglantih
tek bir transmembran kisimdan olusur. Sitoplazmik kisim Ug sitoplazmik protein ile
iliskilidir; bunlar alfa, beta, gama katenindir. Kadherinler (zerinde bulunduklari

dokulara gore isimlendirilirler ve buglin bilinen bes kadherin grubu vardir [24].
E-kadherinler: Epitel hiicrelerinde eksprese olurlar.

P-kadherinler: Plasentada eksprese olurlar, ancak belirli donemlerde diger dokularda
da bulunduklari bildirilmistir.
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V-kadherinler: Endotel hiicreleri lizerinde eksprese olurlar.
N-kadherinler: Noral dokularda ve kas hiicrelerinde eksprese olurlar.

H-kadherinler: Kalp kasinda eksprese olurlar. Desmoglein, desmocollin gibi kadherin

ailesi ile daha uzak iliskili molekiller de vardir [24].

Kadherinlerin adeziv fonksiyonunda Kadherin/katenin haberlesmesinin énemli oldugu
disinilmektedir. Fibroblastlarda sitoplazmik  kismi bulunmayan E-kadherin
ekspresyonunun fonksiyonel bir hicre-hiicre adezyonu saglayamadigi bildirilmistir.
Bunun muhtemel sebebi kateninlerle irtibat kurulamamasi olabilir. Kadherinler,
yanyana hicreler arasindaki molekiller baglantiyi saglarlar. Yapisma kavsaklarinda
fermuara benzer vyapilar olustururlar. Bu grupta bulunan desmosomlar hiicre
iskeletinin ara flamanlari icin kutuplasma noktalari olustururlar. Kadherinler, birbiri ile
genelde homofilik karakterde iliskiye girerler. Karsihkli hicrelerde bulunan ayni
kadherinler birbirine baglanarak hicre-hiicre adezyonunu saglarlar. Kadherinlerin bu
Ozelligi yukarida bahsedilen histogenetik dagilimi saglar. Kadherinler embriyoda
morfogenezden, eriskin organizmada secici hiicre taninmasindan ve yasam boyu
normal doku mimarisinden sorumlu hiicre ylizey glikoproteinleridir. Embriyoda 6zgiin
adezyon molekdillerinin ekspresyonu hiicre goécii ve doku diferansiyasyonu icin

gereklidir.

Epitelyal bir hiicrenin mezenkimal bir hiicreye dénmesi ile birlikte morfolojisinde,
arsitektiriinde, adezyonunda ve migrasyon kapasitesinde degisiklikler olusmaktadir.
Epitelyal mezenkimal donlisimde N-kadherin, vimentin, B-katenin, snail 1, snail 2,
twist, EF1/ZEB 1, SIP1/ZEB2, E47 artarken, E-kadherin azalir. Epitelyal mezenkimal

doénisimde migrasyon kapasitesi ve invazyon artarken apoptoza direnc gelisir [25].

Epitelyal mezenkimal donlisimun belirleyicileri Cizelge 2. 4’de gorilmektedir [26].
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Cizelge 2. 4 Epitelyal mezenkimal dénusiimin belirleyicileri

Artan Azalan Aktivitesi artan Nukleusta Gelisen
proteinler proteinler proteinler artan olaylar
proteinler
N-kadherin E-kadherin ILK (Integrin- B-katenin Migrasyon
Vimentin Desmoplakin I::I;(:S—Fr::etgerl& Smad-2/3 ] artis!
Fibronektin Sitokeratin baglantili NF-k beta n\;itzl\;?n
Snail 1 (snail) Ocludin protein kinazi) | snail 1 (snail) Hiicre
Snail 1 (slug) GSK-3beta Snail 1 (slug) seklinde
Twist Rho Twist Hzamsa
Goosecoid
FOXC-2
Sox10
MMP-2
MMP-3
MMP-9
integrin

Sunu da belirtmek gerekir ki, timorlerin blyik ¢ogunlugunda epitelyal mezenkimal
doénisim gelismemektedir. Timor patolojisinde epitelyal mezenkimal dontsim
gelisen tiimorler tim timorler iginde % 1’den azdir. Gelisiminde epitelyal mezenkimal

doénistimiin rol oynadigi timoérler Cizelge 2. 5’te verilmistir.

Cizelge 2. 5 Epitelyal mezenkimal dénisiimin rol oynadigi timorler

Tumor tipi Lokalizasyon Dokunun orijini

Uterus, meme,
akciger,
gastrointestinal sistem

Karsinosarkom/Sarkomatoid
karsinom

Epitel (endo-mezo-
ektoderm)

Periton ve plevra

Malign mezotelyoma .
serozal ylzeyi

Mezotel (mezoderm)

Seks kord stromal timor Over Over ylizey epiteli

Ameloblastik epitel

Ameloblastom (endoderm)

Oral kavite, maksilla
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Eksherin (ADH-1): (ADH-1)c, antineoplastik ve antianjiogenik aktiviteye sahip, siklik
pentapeptid vaskular-hedefleyici kiglk bir ajandir. N-kadherini spesifik ve yarismali
olarak bloklama 6zelligine sahiptir. Bunun sonucu olarak tlimor vaskular sistemi hasar
gorlr, timor hiicre blylumesi inhibe edilir, timor hicresi ve endotelyal hiicre

apoptozu indiiklenir.

N-kadherin kalsiyum-aracili hiicre-hiicre adezyonu ve sinyal mekanizmasina katki
saglayan, kadherin sliperfamilyasindan bir hiicre-ylizey transmembran glikoproteinidir.
Bu proteinler bazi agresif timorlerde ve bazi timor kan damarlarinin perisitlerinde
diizenleyici olabilir. Normal epitel hiicreleri epitelyal (E)-kadherini sunar. lyi huylu
karsinom hicreleri ise E-kadherin sunumunu durdurur ve yerine N-kadherin sunar. E-
kadherin kaybi ile N-kadherinin anormal sunumu timor hiicrelerinde polarite kaybina,
apoptoz direncine, yayillima ve metastatik olusuma neden olur. Sonu¢ olarak N-
kadherin antagonistleri timor hiicre apoptozuna ve metastaz olusumuna neden olma
potansiyeline sahiptir. Timor hcrelerinin  davranisini diizenlemede N-kadherin,
fibroblast blylime faktorl reseptori ile i¢ etkilesime ve fibroblast bluyime faktori

reseptoriniin aktivasyonuna katki saglar [27-29].

N-kadherinin kanser hiicre metastazlarini etkileyen molekiiler mekanizmasi heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Metastatik proses stresince N-kadherin-timor hiicreleri ya
da endotelyal veya stromal hicreler arasindaki i¢ etkilesim tam manasiyla
kesfedilememistir.  Ozellikle metastazlarin  olusumunda  kadherinin  roliiniin

belirlenmesine gerek duyulmaktadir.

Calismalar gosteriyor ki, metastazlarin olusumu icin potansiyel olarak 6nemli bir faktor
olan N-kadherin, insan prostat kanserinde androjen tiiketimi ile indiklenir. Dahasi, N-
kadherinin sunumu Gleason skoru ve metastazlar ile pozitif bir baglanti géstermistir.
Arastirma sonuglarina gore; tiimor biylimesindeki artis yeterli kan kaynagina baglidir.
Bunun sonucu olarak anjiogenez timoér bliylimesini saglamada merkezi bir rol oynar.
N-kadherin kan damari stabilitesinin saglanmasina ve anjiyogeneze katki saglar. Sonug

olarak timor bliyimesi N-kadherine baghdir [30].

Calismalar ile timor ve timor damar yapisindaki bu antagonistlerin etkisi, ek olarak;

ADH-1'e en ¢ok yanit veren timor tipleri tespit edilmelidir.
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Sekil 2. 5 (ADH-1)c’nin yapisi

2.1.4.11 Terapotik Olarak Peptidler

Peptidler, amid bagi yoluyla baglanmis amino asitlerden olusur. Hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar dahil olmak Uizere dogal yollarla olusan tibbi olarak aktif peptidlerin
cesitli kaynaklari mevcuttur. Bu tibbi dogal peptid Urlnleri, anti-mikrobik, anti-viral,
anti-enflamatuar ve anti-kanser aktiviteler [31-33] iceren farmasotik etkinliklere
sahiptir ve terapoétiklerin gelistirilmesi icin yeni iskeleler saglar [34-37]. Dogal olarak
olusan amino asitler (L-amino asitler), D-amino asitler ve dogal olmayan amino asitler
tibbi olarak aktif peptidleri sentezlemek icin farkli bir kaynak saglamistir. Bir peptid
icindeki amino asit yan zincirlerini modifiye etmek, arzu edilen profilde ila¢ dizayninda
kimyagerlerin istenen Ozellikte peptid tasarlamasini saglar. Buna ek olarak, peptid
metabolitleri toksik degildir ve insan vicudundan hizla atilir [38]. Bu avantajlar,
peptidleri etkili terapotikler olarak iyi bir kaynak haline getirir. Lineer peptidler
biyolojik molekdller ile spesifik olmayan baglanmayl saglayan vyiksek derecede
konformasyonel esneklik sergiler. Lineer peptidler, esneklikleri ve korumasiz uclari
nedeniyle enzimatik bozunmaya da duyarlidir [39]. Alternatif olarak, siklik peptidler
biyolojik hedeflere secici olarak baglanan rijit ve sinirh konformasyonlara sahiptir [40],

[41]. Bu da hiicrelerde uzun yari 6mir saglar [41], [42].

2.1.4.12 Anti-Kanser Ajan Olarak Peptidler

Kanser, hilicresel mutasyonlarin neden oldugu, sinirsiz hiicre ¢ogalmasi, boliinme ve

apoptoz direncinin artmasina neden olan bir hastaliktir [43]. Kontrolsiiz hiicre

22



donglisli, komsu dokulari istila edebilen, kan ve lenf sistemleri yoluyla viicudun diger
bolgelerine yayilabilen habis tlimorlerin olusumuyla (metastaz) sonuglanir. Yayllma
kontrol disi oldugu takdirde kanser 6liime neden olur. Kanserin sonradan kazandigi
sekiz ozellik ile de tanimlanmistir: (I) ¢ogaltici sinyal vermeyi sirdirme, (llI) bliyime
inhibisyonundan kaginma, (Ill) invazyon ve metastazi aktive etme, (IV) ¢ogalma
immortaliteyi saglama, (V) anjiyogenezi indikleme, (VI) hiicre olimine direng, (VII)
enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve (VIII) bagisiklik tahribatindan
kacmak [44]. Kanser tedavilerinin ¢ ana kategorisi vardir: cerrahi, radyasyon ve
kemoterapi [45]. Kemoterapi, kanserli hicreleri oldirmek icin bir sitotoksik ajan
kullanir. Konvansiyonel kemoterapotikler olarak yillardir Fluorourasil [46], Sisplatin [47]
ve Paclitaxel [48] gibi ajanlar kullanilir. Fluorourasil 40 yildan uzun siredir kanseri
tedavi etmek igin kullanilmistir. Fluorourasil bir pirimidin analogudur ve hiicre
apoptozuna sebep olan DNA sentezinin sona ermesiyle sonuglanan timidilat sentezazi
geri donisimsiz olarak inhibe eder. Sisplatin, DNA hasarina neden olan ve hiicre
apoptozunu indiikleyen platin iceren bir anti kanser maddesidir. Baslangicta Taxus
brevifolia bitkisinden izole edilen Paclitaxel, mitotik engelleyicidir ve sonucta hiicre
blylmesinin yani sira mitozun sona ermesiyle sonuglanan mikrotibdlleri stabilize
eder. Bununla birlikte, konvansiyonel kemoterapinin ilag direnci ve spesifite eksikligi
gibi bazi dezavantajlari vardir [49]. Bu nedenle, yeni spesifik anti-kanser ajanlari dizayni
onemlidir. Peptidler, proteinleri spesifik olarak modile etmek icin blylk bir ilham

kaynagi olarak gorev yapmaktadir [34-37].

2.2 Reseptor Kavrami

Hedef hiicre membraninda ya da sitoplazmada bulunan protein yapisindaki
makromolekiiler odaklara “reseptor” adi verilir. Reseptorler, hiicrelerin cevreleriyle
haberlesmesini saglayan anahtar molekillerdir. Hiicre ya da hiicre toplulugunun
olusturdugu organizmanin canlihigl icin mutlaka gereklidirler. Reseptor kavraminin
tarihcesi oldukca eskilere dayanir. Langley’in 1905 yilinda néromiskiiler plakta nikotin
ve kiirarin etkilerine duyarli maddelerden s6z etmesi ve 1910°da Ehrlich’in “Corpora
non agunt nisi fixiata” (baglanmayan maddelerin etkisi yoktur) teorisini ortaya

atmasiyla, reseptor kavrami ilk kez farmakolojiye girmistir. Uzun yillar farmakolojide,
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ilaglarin etki mekanizmalarinin agiklanmasinda ve siniflandiriimasinda, reseptorler
hipotetik bir kavram olarak kullaniimistir. 1970 yilindan sonra, reseptorler (lzerinde
yapilan calismalarda onemli gelismeler olmustur. Reseptorler bir kavram olmaktan
¢cikip, enzimler gibi bir¢ok ozellikleri bilinen, izole edilebilen, protein yapisindaki
makromolekdller olduklari gosterilmistir. Glinimuzde, trityum, C-14 (karbon-14) ve
bazen de I-125 ile isaretlenmis ylksek spesifik radyoaktif ligandlarla, duyarh bir sekilde
in vivo ve in vitro ortamlarda, ila¢-reseptor etkilesmeleri incelenebilmektedir. Fizyolojik

ve klinik kavramlarin ¢ogu reseptér mekanizmalariyla aydinlatiimigtir.

2.2.1 ilag-Reseptor Etkilesmesi

llag ya da mediyatdr molekiiliiyle, reseptér molekiilii arasindaki etkilesim anahtar-kilit
ornegine benzemektedir. Kilit roli oynayan reseptorler, ancak kendilerine uyan
(spesifik) molekillerle bag kurarak farmakodinamik etki (intrensek aktivite)
olustururlar. Tanimadiklari, yani kendilerine uymayan molekiillerle baglanmazlar.
Spesifik reseptorlere baglanmalariyla biyolojik bir etki baslatabilen molekillere agonist
adi verilir. Hareket halindeki ilag ya da mediyatér molekiil ile hiicre gevresinde kismen
sabit durumda bulunan reseptor molekil arasindaki baglanma olayi fizikokimyasal
yasalara gore olmaktadir. Reseptorlerle, kendine baglanan molekil arasindaki baglar,
cogunlukla fazla enerjiye gereksinim duymayan van der waals (1 kcal/mol), hidrojen (2-

5 kcal/mol) ve iyonik (5 kcal/mol) baglardir.

[M] + [R]=> [M-R] = Farmakodinamik etki (intrensek aktivite)
M: ilag ya da mediyatér molekiili

R: Reseptoér

Bunlar kolaylikla ¢ozilebilen (tersinir) baglardir. Bazi durumlarda tersinmez kovalent
(40- 140 kcal/mol) gliclti baglar da olusabilmektedir. Tedavide ¢cogunlukla sakincal olan
bu tiir baglar, asetilkolinesteraz ya da DNA’ nin alkilasyon reaksiyonunun, yavas tersinir

(ya da tersinmez) inhibisyonunun istendigi durumlarda yararh olabilmektedirler.
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2.2.2 Mesaj Molekiiller

Memelilerinki gibi multiselller bir organizmada intraselliler mesaj iletisimi, mesajci
(ulak) ya da kisaca mesaj molekillerin araciligi ile olmaktadir. Mesaj molekdlleri
ornegin, norotransmiterlerde oldugu gibi, 6zel hiicre gruplarindan (hormon) kan
yoluyla hedef hiicreye mesaj tasirlar. Kendisine ulasan bu mesajlarla aktivitesi degisen
hicreler, spesifik olarak bu mesaj molekilleri taniyan yani, tersinir olarak kendine
baglayan reseptorlere sahiptirler. Bu reseptorlerin ¢ogu, hiicre ile g¢evresi arasinda
bulunan “hiicre membrani” lzerine yerlesmislerdir. Reseptorler ti¢ yonlii kompleks bir
yaplya sahip proteinlerdir. Spesifik olarak bir mesaj molekil baglarlar. Reseptdr-mesaj
molekil baglanmasi  karsilikh  olarak birbirlerini tanimayla (anahtar-kilit 6rnegi)
gerceklesir. Organizmanin dogal mesaj molekillerinin (nérotransmiterler, hormonlar)
¢ogu agonist Ozelliktedirler. Bu molekiller kendilerine duyarli reseptorleri isgal
ettiklerinde (baglandiklarinda) fizyolojik bir etkinin (6rnegin kas kasilmasi) baslamasina
yol acarlar. Ortaya cikan bu fizyolojik etki glicii agonist molekiiliin konsantrasyonu ile
orantilidir. Diger taraftan ayni reseptére baglanip herhangi bir etki olusturmayan,
ancak mesaj molekiliin oraya baglanip etki olusturmasina engel olan antagonist adi
verilen molekdller vardir. Bircok ilag molekili, ayni reseptorde dogal mesaj molekilin
etkisini antagonize ederek, kendi etkilerinin, ortaya c¢ikmasini saglarlar. Ornegin,
antihistaminikler, organizmanin dogal bir mediyatéri olan histaminin kendi
reseptorleri ile etkilesmesine engel olarak, olusturabilecegi patolojik etkileri (allerji,

bronkokonstriksiyon, vb.) dnlerler [50].

2.2.3 Peptid ve peptid reseptorlerinin kanserdeki 6nemi

Kanser alaninda peptid ve peptid reseptorlerine artan ilginin ana nedenlerinden biri de
belli bash pek ¢cok insan kanser tirlinde peptid reseptorlerinin bulunmasi ve bu sayede
uygun peptid tarafindan hedef alinabilme imkaninin olmasidir. Kanserli dokularda
peptid reseptorlerinin kanserli dokulara yakin normal dokular ve/veya uretildigi
dokulara gore daha fazla bulundugu pek ¢ok calisma ile kanitlanmistir. Bu reseptorlerin

molekiiler olarak hedef alinmasi temel olarak iki yolla gerceklestirilir.
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2.2.3.1 Radyoligandlar icin baglanma bélgeleri

Reseptorler temel olarak peptid analoglari icin baglanma boélgeleri olarak kullanilirlar.
Biyolojik fonksiyonlari cok fazla dikkate alinmaz. Bu strateji peptidin, reseptor aracilig
ile fizyolojik veya patofizyolojik davranisina degil, timdrden kaynaklanan reseptoérler
varliginda peptid analoglarinin yuksek ilgi ile baglanmasina egilmistir. Peptid
reseptorlerinin radyoisaretli peptidler ile teshis ve radyoterapi amagli hedef alinmasi
bu prensibin basarili klinik uygulamalaridir. Bu prosediir G protein ile eslesmis peptid
reseptorlerinin 6nemli bir karakteristik o6zelliginden faydalanir. Bu 6zellik hicre
membraninda reseptor-ligand etkilesimiyle ikisinin birden hiicre icine alinmasidir.
Hiicre icine alinmis olan reseptor-radyoligand kompleksi radyoizotopun hiicre icinde
birikmesini ve bdylece hedef bdlgedeki radyoaktif sinyalin artmasini saglar. Boylece

hedeflenen hiicrenin segici olarak yok edilmesi saglanabilir.

2.2.3.2 Fonksiyonel cevaplar ortaya ¢ikarmak

Alternatif olarak radyoisaretlenmemis toksik olmayan peptid analoglarini kullanarak
belirli bir biyolojik cevap ¢ikarmak ¢ok uzun zamandir kullaniimaktadir. Somatostatin
ve analogu octreotid’ in hormon salgilanmasini inhibe etmesi peptid reseptorleri
aracihg ile olusan biyolojik cevaba en iyi 6rnektir. Ek olarak gesitli peptidlerin pek ¢ok
timor cesidinde in vitro olarak bliyime dlzenleyici rol oynadiklari disinildiginde
belirli peptid analoglari uzun dénem tedavide in vivo olarak timorin blylumesini
yavaslatabilir ya da durdurabilirler. Schally ve ark. ile Moody ve ark. cesitli peptid
reseptorlerinin bulundugu hayvan timor modelleri Gzerinde yaptiklari calismalarda
spesifik, radyoaktif ve sitotoksik olmayan peptid analoglari kullanarak timor

bliyimesinin yavaslatilabilecegini ya da durdurulabilecegini gostermislerdir [51], [52].

2.3 Mikrodalga Destekli Kati Fazda Peptid Sentezi (SPPS)

Peptid, amino asit monomerlerinden olusmus kimyasal bir yapidir. Peptidler
yapilarinda bulunan amino asitlerin fonksiyonel gruplarina ve dizilisine gore farkh
Ozellikler gostermektedir. Canh organizmalardaki kan basinci, agri, hafiza, istah,
bliiyime gibi bircok olayi kontrol etmeleri peptidleri potansiyel tedavi araclari olarak ilgi

odagi haline getirmektedir. Peptidler genel olarak lg¢ sekilde elde edilebilir. Bunlar
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dokudan saflastirma ile, genetik mihendisligi yéntemlerinin kullanimi ile ve kimyasal
sentez yoluyladir. Peptid ve proteinlerin yer aldigi biyolojik islemlerin ilerleyisi hakkinda
bilgi sahibi olmak, bu islemlerin kontroli ve sonuglari bakimindan blyik 6nem
tasimaktadir. Peptidler hicre-hiicre haberlesmesi, metabolizma, immin cevap ve
Ureme gibi pek cok biyokimyasal islemde yer almaktadir. Peptidlerin fizyolojik ve
biyokimyasal olaylarda ¢ok énemli roller Gistlenmeleri onlarin birer potansiyel ilag adayi

olmalarina arttirici etki gostermektedir [11], [53], [54].

Peptid sentezi klasik cozelti yontemi ve kati faz yontemi olmak Uzere iki kategoride
toplanmaktadir. Son yillarda klasik ¢ozelti yontemi ile kisa peptid dizilerinin sentezi ilag
sektoriinde devamliligini korusa da, Ozellikle uzun peptid dizilerinde kati fazda peptid

sentezi (SPPS) yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir [55].

Kati faz tekniginin cozeltiyle yapilan sentezlere gore oldukca fazla avantajlar
bulunmaktadir. Kati faz tekniginde, ¢oziinmeyen recgineye bagh peptid, recginenin
yikanmasi veya filtrasyonu sirasinda onemli bir kayba neden olmadan ayrilmaktadir.
Tum reaksiyonlarin tek bir haznede gerceklestirilmesi ile, kap degistirme ve aktarma

gibi islemler sirasinda olasi kayiplar engellenmis olmaktadir [56].

1962 yilhna kadar birgok organik kimyacinin lzerinde galistig peptid sentezi, ¢ozelti
fazinda gerceklestirilmekteydi. 1962 vyilinda, Bruce Merrifield, polipeptidlerin
¢Oziinmeyen kati bir polimer destek (recine) Uzerine baglanarak kimyasal olarak
sentezlenmesini arastirmis ve gelistirdigi metodla ilgili olarak 1984 yilinda Nobel
odilune layik gortlmdastir [57], [58]. Ayni zamanda, ilk yari otomatik peptid sentez

cihazi da Merrifield tarafindan gelistirilmistir [55].

Kati faz peptid sentezi teknigi ile ilgili 6nemli gelismeler, 1968’de Arnold, 1966’da
Ferriere, 1973’de Gaozza, 1968’de lzdebski ve Draberek, 1970’de Losse ve Neuburt,
1971’de Marshall, 1973’de Meinhoffer, 1968’de Okuda, 1973'de Shappard ve 1968’de
Shimonishi, 1967’de Suziki ve Ando, 1968’de Vesa, 1970’de Waki ve lzumiye, 1971’de

Jojima tarafindan yapilmistir [53], [54].

SPPS teknigi, peptid dizisinde siradaki aminoasit kalintisinin (peptid ya da baska tiir
oligomer) durgun ve kati bir parcacik (kati faz, recine) lzerindeki bagh aminoaside

tutturulmasi ve bu aminoasit diziliminin sentez boyunca bu recine Uzerine bagli
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kalmasina dayanir. Sentez, koruma gruplarinin ayrilmasi (deprotection), yikama
(washing), aktivasyon (activation), baglanma (coupling) ve kirilma (cleavage)
asamalarindan olusur. Deprotection igin %20’lik piperidin-DMF ¢o6zeltisi kullanihr.
Sentez sirasindaki tim yikama islemleri DMF ile yapilir. Aktivasyonda aktivatorler
(HOBt, HCTU, HBTU vb.) ve aktivator bazlar (DIEA, NMP vb.) kulanilir. Son adimda,

istenilen Grin regineden kirma islemi ile ayrilir [56].

Kati faz peptid sentezinde kullanilan polimerik destek maddeleri igin gercek katilardan
daha cok jeller tercih edilmektedir. Peptid sentezi esnasinda gergeklesen reaksiyonlar
polimerin partikilleri arasinda olmaktadir. Bu nedenle segilecek olan reginelerin,
¢Oziiclilerde sismesi ve reaktanlarin bu polimerin partikilleri ile difizyon yoluyla

etkilesmeleri gerekmektedir.

Bu yontemde, amino asitlerin N uclari ve yan zincirleri (R) koruma gruplar ile
korunmaktadir. Koruma gruplari ile hem amino asidin yan zincirlerinin birbirleri ile
reaksiyona girmeleri engellenmis olur hem de diziye her amino asitin eklenmesi ile
dizinin sadece bir amino asit uzamasi saglanmis olur. Bu amagla, baza karsi duyarh ve
piperidin, piperazin gibi bazlarla kolayca uzaklastirilabilen bir N-a koruma grubu olan

Fmoc (9-Fluorenylmethoxycarbonyl) peptid sentezinde kullanilmaktadir [59-61].
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Sekil 2. 6 Kati fazda peptid sentezinin genel donglisi [62]

2.4 Radyofarmasotik

Radyofarmasi, radyofarmasoétiklerin hazirlanmasi, kalite kontrolli ve uygulanmasi ile
ugrasan bilim dalidir. Radyofarmasoétikler ise; insanlarda teshis ve tedavi amaci ile
kullanilan, bilesiminde radyoniklid iceren ilaclardir. Giniimiz niikleer tipta hemen
hemen radyofarmasoétiklerin % 95’i teshis % 5’i ise tedavi amaciyla kullanilir.
Radyofarmasotikler pek c¢ok durumda izleyici miktarlarda kullanildiklari igin
farmakolojik etkiye sahip degillerdir. Bu durumlarda herhangi bir doz-cevap iliskisi
gostermezler ve boylece de konvansiyonel ilaglardan farklilik gosterirler. insanlara
verildikleri icin steril, pirojensiz olmaldirlar ve bir konvansiyonel ilag icin gerekli tim

kalite kontrol oOlglimlerine tabidirler. Radyofarmasotik terimi yaygin olarak
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kullanilmasina ragmen cesitli calisma gruplari radyoizleyici, radyodiagnostik ajan,
isaretli izleyici gibi terimler de tarafindan kullanilmistir. Kullanilan bu isimlendirmeler,
bu bilesiklerin gercek anlamda ilag olarak degil, teshis amagh ajanlar olarak
kullanildiklarini gosterir. Bu gorislerin aksine, FDA (Amerikan Gida ve ilag Kurumu)
radyofarmasotikleri, teshis veya tedavi ajanlari olmalarina bakmadan ila¢ olarak
kategorize eder. Dikkat edilmesi gereken bir diger nokta da radyokimyasallar ile
radyofarmasotikler arasindaki farkhliktir. Radyokimyasallarin sterilite ve nonpirojenite
eksikliginden  dolayr insanlara  verilmesi uygun degildir. Diger taraftan
radyofarmasotikler steril ve nonpirojendirler ve insanlara glivenle verilebilirler.
Radyokimyasallar steril ve nonpirojen hale getirilseler bile ila¢ ruhsatlama ile ilgili
ulusal ve uluslararasi mevzuatlar tamamlanmadan radyofarmasoétik olarak
kullanilamazlar. Bir radyofarmasdétik: radyontklid ve ligand olmak lzere iki kissmdan
olusur. Radyofarmasoétiklerin kullaniglihgr bu 2 kismin 6zellikleri ile belirlenir. Bir
radyofarmasoétigin dizayninda; oncelikle bir organ icinde lokalize olacak veya organin
fizyolojik fonksiyonuna katilacak ligand secilir. Daha sonra uygun bir radyonuklid,
secilen liganda takilir, bu isleme isaretleme denir. Radyofarmasdétigin verilmesinden
sonra, ondan yayilan radyasyonlar bir radyasyon dedektorii ile algilanir. Boylece
morfolojik yapi veya organin fizyolojik fonksiyonu belirlenebilir. Bir radyofarmasoétigin
insana verilmesi igin glvenli ve nontoksik olmasi gereklidir. Vicuda verilen

radyofarmasoétiklerden yayilan radyasyonlar gama kamera ile kolayca saptanabilir [63].

Nikleer tipta uygun radyofarmasotigin secimi cok onemlidir. Tanisal calismalarin
amaci, biyolojik etkisi en az olan izlenebilir fotonu tercih etmek oldugundan ideal
tanisal radyofarmasotiklerin 6zellikleri sitotoksik etkiye sahip olmasi istenen terapotik
radyofarmasoétiklerin  6zelliklerinden ¢ok farkhdir. Her iki durumda da bazi ortak
ozellikler vardir; bunlar patolojik dokuda yuiksek bir hedef/zemin (artan) orani elde
etmek ve normal organlardaki radyasyon etkisini en az tutmaktir. Sonugta tanisal
radyofarmasotiklerde istenen ozelliklerin bircogu tedavide kullanilan

radyofarmasotikler icin de soylenebilir.

Gunlmuzde cogunlukla kanser olmak Uzere pek c¢cok hastaligin tani ve tedavisine

yonelik olarak radyoaktif maddeler ve bunlarla ilgili goriintileme yontemleri siklikla
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kullanilmaktadir. Kullanilan radyoaktif maddeler cogunlukla radyofarmasotik ajanlar

haline getirilerek uygulanir.

2.4.1 Peptid Radyofarmasotikleri

Bir radyofarmasotik radyontiklid ve farmasotik kisim olmak (izere iki temel bilesenden
olusur: Bunlardan birinin eksikliginde radyofarmasotik yararsizdir.
Radyofarmasotiklerin tasariminda, ilk 6nce istenen organ tarafindan alinacak veya
organin fizyolojik fonksiyonu ile uyumlu bir farmaso6tik secilir. Daha sonra ise, yaydigi
radyasyonun radyasyon dedektorlerince kolayca tespit edilebilecegi, uygun bir
radyoniklidle (radyoaktif ¢ekirdek) birlestirilir (Sekil 2.7). Bu sayede, organ fizyolojik
fonksiyonu ve morfolojik yapisi degerlendirilebilir. Segilen farmasotik, insana
uygulamada glivenilir olmali ve toksik olmamalidir. Segilen radyontiklid ise; hastaya en
az radyasyon dozu verecek ve niikleer 6lcim araclari ile kolayca belirlenebilecek

nitelikte olmahdir [64].

Peptid

m
CUJ Selator

"Rdoztp

Cissast®

(e)

Sekil 2. 7 Peptid molekillinilin radyoaktif atomla isaretlenmesi a) radyo isaretli peptid
b) hedeflendirilmis radyo isaretli peptid c) etkin maddenin kanser hiicresine
ulastirilmasi d) kanser hiicresinin iyonize radyasyona maruz birakilmasi e) kanser
hiicresinin yok edilmesi

Nikleer Tip glvenilir, agrisiz ve pek c¢ok ydonteme goére bazi hastaliklari énceden
gosterebilen goriintiilemenin kullanildigi bir alandir. Niikleer Tip’ta hazirlanan bazi 6zel
kimyasal bilesikler viicuda verilerek ilgili organ ve sisteme ait fizyolojik goriintiler elde
edilmekte ve bu yolla bircok organ ve sistemin fonksiyonlari degerlendirilmektedir [65].
Nikleer Tip’ta radyoaktif elementlerin tedavide kullanilmasinda temel prensip, bir

organ veya doku icerisine lokal olarak verilen veya metabolik tasiyicilar araciligi ile
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hedef dokuya yonlendirilen radyoaktif maddelerin, cevresine yaydigi isimalar yoluyla
hedef hiicrelerde olusturdugu yikici etkiden faydalanmaktir. Bu amagla gerek onkolojik
amagli gerekse onkoloji uygulamalari disinda, etkinligi ve glvenilirligi kanitlanmig
bircok radyonuklidin tedavi amagh uygulamasi bulunmaktadir. Genel olarak kanser
tedavisinde kullanilan lokal (cerrahi, radyoterapi ve lokal kemoterapi) veya sistemik
(kemoterapi) tedavi yaklasimlarindan farkli olarak Nukleer Tip, kanser tedavisinde

hedefe yonlendirilmis sistemik tedavi yaklasimini kullanmaktadir.

Bu tedavilerde amac, hedef hiicrelerde radyasyon etkisine bagli sitotoksik etki (hiicre
olimi) olusturulurken, hedef hiicreleri cevreleyen dokularda hiicre hasarini miimkin
olan en az seviyede tutmak ve viicudun geri kalan kisimlarini radyasyonun zararl
etkilerinden korumaktir [65]. Radyoaktif maddeler 1sima yaparak belli bir yari émir
kurali uyarinca sirekli azalma gosterirler. Ayrica viicuttan idrarla ve barsaklar yoluyla

da atilmaktadirlar.
Radyofarmasoétiklerden;
1. ilgili organin yeri ve morfolojik yapisini saptamak,
2. Organa ait hiicrelerin dGmirlerini belirlemek,
3. Organin veya kanin hacmini belirlemek,
4. Organda bir timor veya kist bulunup bulunmadigini arastirmak,
5. Organa ait faaliyetlerin kontrollini yapmak,
6. Organin ameliyattan dnceki ve sonraki durumunu incelemek,
7. Organdaki doku kayiplari, infarktlar, nekrozlar ve abseleri anlamak,

8. Organda bulunmasi muhtemel olan yer degistirme, eksiklik, durum degistirme,

ters donme gibi durumlari tespit etmek,
9. Herhangi bir timoral dokuyu tedavi etmek,

10. Herhangi bir metastatik olusumun 6nlenmesi konularinda yararlaniimaktadir

[65].

Radyoniiklidik Tedavinin 6nemli avantajlari vardir [65]:
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« Sistemik olarak uygulandigi icin hastalik tutulumu olan tiim alanlara etkilidir.
« Secici absorpsiyon nedeniyle normal doku dozu diistktir.

» Non-invazifdir.

« Orta ve uzun vadeli yan etkileri minimal diizeydedir.

» Tumordeki uptake tedavi 6ncesi belirlenebilir. Boylece toksisite azalir ve terapotik

oran artar.

Peptid radyofarmasoétikleri, reseptorlerine spesifik normal doku ve hiicrelere kiyasla
timor dokularina ¢ok daha yiksek oranda baglanirlar. Gama veya pozitron yayan
radyondklidler ile isaretli peptidler (radyofamasoétikler) kullanilarak, gama kameralar
(sintigrafi) ve pozitron emisyon tomografi (PET) yontemleri ile beyin ve diger
organlardaki reseptorlerin canli organizmada gorintilenmesi mimkin olmustur.
Boylece radyoisaretli peptidler ile timor gorintilemesi (evreleme ve yeniden

evreleme) ve tedavisi yapilabilmektedir.

Bu yaklasimda, tilkemizde ilk olarak bizzat Uretecegimiz teranostik ajanlar ile; tanisal
yontem ve tedavi yontemi birlestirilerek, yani terapotikle benzer kimyasal yapidaki
tanisal ajan kullanarak molekiler goriintiileme ya da inceleme yaparak, tedaviye yanit
konusunda ©6ngoriide bulunmak mimkin olacaktir. Bu yodntemin 6zellikle
kisisellestirilmis tip uygulamalarinda radyoisaretli peptidlerin hedeflendirilmesi yoluyla

kullaniimasi s6z konusudur.

Bahsi gecen radyoisaretli peptidlerin tiimoér hiicrelerine yiiksek affinitesinin olmasi bir
¢ok kanser tirinin teshis ve tedavisi icin molekiler hedefleri gosterir ve bu da

onkolojik nikleer goriintiileme ve endoradyoterapinin temelini olusturur.

2.4.2 Tanisal Radyofarmasotikler

Tanisal radyofarmasotiklerin seciminde gozoniinde bulundurulan kriterler sunlardir;
niikleer oOzellikler, biyolojik ozellikler, kimyasal oOzellikler, ekonomi ve diizenleme

durumlari.
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2.4.2.1 Niikleer (fiziksel) 6zellikler

Radyoniklidin verilen dort fiziksel 6zelligi incelenmelidir.
e Fiziksel yari dGmir,

e Bozunma turd,

¢ Yayilan foton enerjisi,

¢ Elde edilebilirligi.
eYari 6miir

Bir radyoniklidin yart 6émri; senteze, uygulamaya, biyolojik lokalizasyona ve
radyofarmasoétigin artalan doku klirensine izin verecek uzunlukta olmalidir. Eger
radyonuklit ¢ok uzun émiurli ise viicut gereksiz yere radyasyona maruz kalir. Altin
kural, fiziksel yari Omrin radyofarmasétigin  hazirlanmasi, uygulanmasi ve
gorintilenmenin tamamlanmasi icin gecen zamana esit olmasidir. Radyofarmasétigin
biyolojik tutulumunun ve klirensinin 6nemli degiskenler oldugu unutulmamalidir. Eger
radyofarmasotigin biyolojik tutulumu ve klirensi akciger ventilasyon calismalarindaki
gibi cok hizli ise, radyoniklidin fiziksel yari 6mri dozimetrenin gorlis noktasindan
birbirini tutmaz. Efektif yari dmir hem fizyolojik hem de fiziksel yari d6mriin etkilerini

icerir. Efektif yari 6mur daima fiziksel ve fizyolojik yari d6mirden daha kisadir (esitlik

2.1).
N 1!
T, 4T
ol b (21)
T.sp:Efektif yaridmiir, T,:Fiziksel yariémiir, T,: Bivelojik yaridmiir

Radyofarmasotigin metabolik durumu renal ve hepatobiliyer atilim yolunu icerir ve
biyolojik yari 6mri belirlemeye yardim eder. Renal atilim yolu, mesanenin neden kritik
organ oldugunu aciklar. Radyofarmasotikler kritik organ olarak genellikle bagirsaklari
iceren gastrointestinal yol ile atilir. Uzun yari 6mdrli radyofarmasoétikler bagirsaklardan
atilir ve sikhkla uzatilmis kalis stresi nedeniyle kalin bagirsaklar yiiksek doza sahiptir
(Ornegin Ga-67 sitrat genellikle renal yoldan atilmasina ragmen kalin bagirsak kritik

organdir).

34



eBozunma Tiiru

Gorilintlleme islemleri, bir goriinti olusturmak igin bir elektromanyetik foton (gama
Isini, X 15In1) gerektirir. Fotonun yiiksek oranda (abundance) yayilmasi ve monoenerjitik
olmasi istenir. Beta ya da alfa isinlari gibi ayri partikillerden olusmus radyasyonlar
detekte edilmez. Bu radyasyonlar her bir birim uzunluga yiksek yogunlukta iyonlar
Uretmelidir ve bundan dolayr énemli oranda doku hasarina neden olur. Bununla
beraber beta ya da alfa isinlari dokudan 1-2 cm’den fazla penetre olamaz. Diyagnostik
kullanim i¢in saf bir gama yayicl istenir ama elektromanyetik radyasyon bozunma
modunun olmadigl kabul edilmelidir. isomerik gegis (IT, 6rnegin, °°Tc™, Kr-81m) ile ya
da elektron yakalama (EC, oOrnegin TI-201, Ga-67, In-111, 1-123) ile bozunan
radyoniiklitler en kullanishsidir ve diyagnostiktir. isomerik gecis ile ilgilendigimiz eneriji
araligi icin daima bazi déntstm urilnleri ve auger elektronlari vardir. Elektron yakalama
ile daima auger elektronlari ve bazi donisim elektronlari vardir. Bu sekonder
elektronlar beta partikllleri gibi yilksek oranda iyonizedir. Bununla beraber bu
bozunma tiirlerinden birisiyle bozunan bir radyonklit kullanildigl zaman maruz kalinan
radyasyon orani kabul edilebilir olmahdir. Pozitron bozunmasi istisnadir, PET (pozitron
emisyon tomografi) teknolojisinin temelidir. PET’de bir parcacik (pozitron) yayilir ve bir
elektronla etkilesir ve 511 keV’lik bir ¢ift anhilasyon fotonu olusur. Bu durumda ideal

pozitron radyon(iklidi sadece pozitron yayar ve elektromanyetik fotonlar yaymaz.
oFoton Enerjisi

Nikleer tiptaki 6nemli olaylardan birisi rezollisyon ve hassasiyet arasindaki dengedir.
Bu durum gama kamera sistem kristallerini, kolimatorleri ve elektronikleri dizayn
edilirken baslica bir kaygi konusudur ¢linkii dizayn 6nemli oranda foton enerjisine
baghdir. Enerji cok fazla azaltiimadan viicuttan ¢ikmasina yetecek kadar yiiksek
olmalidir ayni zamanda kamera kristalinde bir fotoelektrik etkilesmeye ugrayacak kadar
da disik olmalidir. Gama kamera elektronikleri konvansiyonel olarak radyasyonu 60-
400 keV arahginda oOlcecek sekilde kurulur ama bu arahgin PET icin 511 keV’lik
anhilasyon fotonlarinin deteksiyonuna izin verecek sekilde genisletiimesi gerekir.
Kristalin kalinlastirilmasi etkilesme olasigini arttirir ama rezollisyonu disurir. Yiksek

enerjili fotonlarla fotoelektrik pik ve daha iyi rezolisyon saglayan Compton olayi
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arasinda cok ayirrm vardir ama yuksek enerji fotonunun kristalin icinden dogruca
gecmesi muhtemeldir boylece disik hassasiyet verir. Yiiksek enerji fotonlari kalin
duvarli kolimatorleri gerektirir ki bunlar uzaktaki hassasiyeti diistrir. Anger kameralari
ile rezolisyon ve sensitivite arasindaki optimum bir denge igin radyofarmasétigin
emisyon enerjisi 100-200 keV arasinda olmalidir. Bu durumda ideal radyoniklitler *°Tc™
(140 keV) ve 1-123 (159 keV)'dir. Ayni glinde birden fazla ¢alisma gerektiginde (6rnegin
akciger ventilasyon ve perflizyon calismalari ya da stres ve dinlenmis miyokard
perflizyon calismalari) iki yaklasim mimkindir. Eger farkli foton enerjilerine sahip
radyonuklitlerin bir karisimi varsa, distk enerjili radyofarmasoétigi ilk dnce kullanmak
en iyisidir. Eger ventilasyon galismalari igin Xe-133 (80 keV) kullaniliyorsa, ventilasyon
taramasi, >°Tc™ (140 keV) makroagregat albiimin (MAA) perfiizyon imajindan énce
yapiimalidir. Bu problemlidir ¢linkli bir ventilasyon imaji, inert gazin tek bir dozu ile
elde edilebilmektedir ve bu hangi uygulamanin perflizyon defektini gostermekte en
iyisi oldugunu anlamamiza yardimci olur. *°Tc™ pentetat aerosolu ventilasyon
¢alismalari i¢in kullanilan en popiler radyofarmasoétiktir ¢linkii kolayca hazirlanir,
makul fiyathdir, birden ¢cok goriintii verir ve 2°Tc™in tiim dogal avantajlarini tasir (6rn;
fiziksel yari 8mr, enerijisi, bozunma tiirii). Cinki **Tc™-MAA olarak ayni enerjiye sahip
oldugu icin, asagl yukari 0.5 mCi’nin total dozunda perfiizyon imajindan once verilir.

PTc™-MAA pentetat aktivitesinin dagilimi icin 4 mCi dozunda verilir.
oElde Edilebilirligi

ideal bir radyofarmasétigin dnemli ézelliklerden birisi elde edilebilirligidir. Eger elde
edilebilir degilse, diger acilardan nasil ideal oldugunun 6nemi yoktur ve yaygin bir
kullanimi olmayacaktir. En kolay elde edilebilir °Tc™ disindaki radyoniklitler, beta
bozunmasi gosterir ama diyagnostik kullanim igin partikiiler olmayan radyasyon daha
iyidir ve elektron yakalama (EC) ile olusur. EC radyoniiklitleri cekirdeklerinde
notronlardan c¢ok proton fazlaligiyla karakterizedir. Bunlar tipik olarak bir proton
hizlandiricisindan, genellikle siklotronda bombardimanla (retilir. En kolay elde
edilebilen radyonuklit **Tc™dir. Cunkl bir *°Mo/?°Tc™ jeneratériinden eliie edilir. Bu
jeneratér bir iyon-degisimi kolonundan farkh degildir. Jeneratérden kiz °°Tc™, anne
molibden’den ayrilir. Anne Mo B ile bozunur, yari dmri 66 saattir, kisa yaridmurlu (6
saat) kiz °°Tc™ ile sonuglanir. Yeni bir jeneratér haftada bir alinir ve bir haftada ihtiyac
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duyulan tim ®°Tc™i saglar, giinde 24 saat elde edilebilir. Bu elde edilebilirlik, ideal yari
omur, bozunma sekli ve y enerjisiyle *Tc™, radyofarmasétik tretimi icin verimli bir

radyonuklittir.

2.4.2.2 Biyolojik Ozellikler

Radyoniklidin nukleer ozellikleri gorintileme ve sayimla deteksiyon igin bir
radyofarmasotigin kullanishhigini tayin eder ama radyofarmasétigin biyolojik 6zellikleri
radyofarmasoétigin lokalizasyonunu ve uygulamadan sonraki durumunu belirler. Bazi
radyofarmasotikler radyontiklidin kendi elementel veya iyonik durumu nedeniyle
lokalize olur. Klinik olarak en ¢ok kullanilan radyofarmasoétikler lokalizasyon
mekanizmalari nedeniyle alinir. ideal radyofarmasétik asagidaki 6zelliklere sahip

olmalidir.

- Hizli lokalize olmali ve ilgili bélgede segici olarak lokalize olmalidir.

- Patolojik durumlarda dokuda normal dokuya gére daha fazla lokalize olmahdir.
- Metabolik olarak inert olmalidir.

- Background (BG) dokulardan hizla temizlenmelidir.

- Calisma tamamlandiktan sonra hizla atilmalidir. ideal radyofarmasétik farmakolojik
olarak da inert olmalidir, sistemi altiist etmemelidir, yan etkisi olmamalidir, hasta

hazirlama siresi kisa olmalidir, birkag ilag etkilesimine sahip olmalidir.
eLokalizasyon Mekanizmalari

Gergek lokalizasyon mekanizmasi kimyasal, fiziksel, reseptor ve fizyolojik 6zellikleri
iceren spesifik ve non-spesifik islemleri kapsar. °°Tc™ gibi radyofarmasotikler, cok kiicuk
ligand degisiklikleriyle olusan biyodagilima sahiptir, 6rnegin FDA onayl Ui¢ hepatobilier
sistem ajani kiguk yapisal degisikliklere gore farkh renal atihm gosterir (%15, %9 ve
%1). Farmakologlar radyoaktif izleyicileri kullanarak spesifik fizyolojik reseptoérlerin
yerlerini bulmuslardir. Diyagnostik kullanim i¢in reseptore spesifik ilaglari gérintiileme
radyoniiklitleri ile isaretlemek kiigiik bir ilerlemeydi. ilk FDA onayli reseptér spesifik

radyofarmasoétik In-111 pentetreotid’dir ve 1994 yilinda onay almistir.
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Gizelge 2. 6 Tanisal radyofarmasotiklerin lokalizasyon mekanizmasi

Fonksiyonel Mekanik
Pasif transfer (basit difiizyon) Kapillar blokaj
Kan beyin engeli icin %°Tc™ [TcO4] Akciger perflizyon sintigraisinde %°Tc™
Glomerular filtrasyon icin °°Tc™ DTPA MAA
Aktif transport ya da uptake Fagasitoz
Tiroitde 1-123 ve karacigerde *°Tc™-IDA | Karacigerde dalak scan icin °Tc™-SC
Metabolik tuzak Sekestrasyon
F-18 FDG tarama Dalak icin 1styla denatiire edilen *Tc™-RBC

Kompartmanli lokalizasyon
In*11-DTPA CSF akimi igin

Reseptore baglanma Kardiyak fonksiyon galismalari igin 9°Tc™-

In-111 pentetreotid

RBC
Ventilasyon galigmalari igin Xe-133
Antikor baglama Anormal ekstravazasyon
9STcM-arcitumomab 9Tc™ IDA ile safra sizintisi
In-111 satumomab pendetide Gl kanamada °°Tc™ RBC

In-111 pentetreotid bircok ndéroendokrin timoér tarafindan tarif edilen somatostatin
reseptorlerine baglanir. Bu tip tlimorler icin terapotik olarak kullanilan isaretli olmayan
analog oktreotid’dir. In-111 pentetreotisin onayini feokromositomas ve néroblastoma
da bir norepinefrin analoglari olarak kullanilmasi igin 1-131 iobenguene
(metaiyodobenzilguanidin, MIBG)’in onayi takip etmistir. Bircok diger reseptore
spesifik radyofarmasotikler dopamin reseptorleri, serotonin reseptorleri, Ostrojen
reseptorleri, progesteron reseptorleri, benzodiazepin reseptorleridir ve klinik arastirma
amaciyla sentezlenmislerdir. Bunlar siklikla bir pozitron yayiciyla isaretlenmistir (F-18,
C-11 ya da N-13) ama 1-123 gibi tek foton yayan radyondiklitler de kullanilir. Bu

teknolojinin diyagnostik potansiyeli sinirsizdir.
eUygulama Yolu

Absorbsiyon ve uygulama vyolu genellikle radyofarmasotiklerin lokalizasyon
karakteristikleri ile tayin edilir. Akciger ventilasyonu bir aerosol ya da gazin
inhalasyonuyla calisilabilir, oysaki pulmoner perfiizyon isaretli bilesigin intravenéz (iV)
injeksiyonuyla calisilir. Radyofarmasétiklerin bircogu IV olarak uygulanir. Uygulama
yolunun secimi icin farkli biyodagihm ve kinetikler elde edilmelidir; IV olarak verilen

PTcM-SC Retikiiloendotelyal Sistem (RES)de konsantre olur, subkutan olarak
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uygulanirsa lenfatikler tarafindan temizlenir ve oral olarak uygulandiginda

Gastrointestinal (Gl) yola hapsolur.
eHedef Uptake (Tutulum)

lyi bir hedef tutulumuyla ajanin superior gériintiileme ajani olup olmadig
kendiliginden belli olur. Tutulum orani ve buna bagh olarak goriintiileme siiresi de
onemlidir. Genel olarak hastanin rahatligi icin erken imajlarin alinmasi tercih edilir,
ornegin; tiroid imaji icin 1-123 Nal yerine *°Tc™-perteknetatin kullanilmasi. Tiroid,

[TcO4] ile 20. dakikada goruntilenir ancak I-123 ile 4-6 saat arasinda goruntilenebilir.
eizleyicinin Atillimi

Radyofarmasotik tutulumunun hizi ve uzunlugu gibi atihm hizi da énemlidir. Organ
gorintilemede hedef organdan daha az tutulumu olan BG dokularda daha iyidir ve BG
dizeyi hedef/hedef olmayan orani ve kinetiklerini belirler. Radyofarmasotigin yiksek
oranda lokalize olmasi igin kan ve BG dokulardan temizlenmelidir. Bu genellikle kiigiik
lezyonlar icin dogrudur. Renal klirensin hizi siklikla plazmada protein baglanma
miktarinin bir fonksiyonudur ¢linkii sadece baglanmamis ila¢ glomeriler filtrasyonla
atiir. Diger major atilim vyollari Gl yol ve hepatibilier yoldur. Bircok diyagnostik
uygulamanin amaci patolojik bir dokunun gorlntisind saglamaktir. Bazi
uygulamalarda amag sadece bir organi (bir prob ile) ya da kan veya idrar numunesini

(iyi bir sayicida) sayarak aktivite miktarini bulmaktir.
Radyofarmasoétiklerin istenilen 6zellikleri asagidadir:

- Mevcut cihazlarla kolayca detekte edilebilmeli ve sayilabilmeli,

- llgili dokuda lokalize olmali ve digerlerinden temizlenmeli,

- Uygun fiziksel ve biyolojik yari dmri olmali,

- Hazirlama ve in vivo uygulama sirasinda kimyasal olarak stabil olmali,
- Dizenleme kurulu tarafindan onayl olmali,

- Ucuz olarak elde edilebilmelidir.
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2.4.2.3 Kimyasal Ozellikler

Nikleer kriterler favori olan kisa yari émirli radyondklitlere yoneldigi icin Grindn
inhouse ya da ticari niikleer eczane sentezini gerekli kilmistir. Bu sentez yolu *°Tc™e
bagl uygun radyofarmasotikler igin rutin hale gelmistir, genellikle ticari hazir kitlerdir.
Bunlar ayrica; In-111 isaretli monoklonal antikor (MoAbs), isaretli kan elementleri,
pozitron radyofarmasoétikleri ve yeni In-111 pentetrotid somatostatin reseptér ajanlari
gibi diger Urtnlerle lokal olarak birlestirmek icin gereklidir. Bazi durumlarda In-111
pentetat, 1-131 iyodir ya da TI-201 kloriir gibi Urlinler kimyasal olarak stabildir ve
fiziksel yari émri, sentezi ve gerekli kalite kontrolleri Uretici tarafindan yapilmasina

yetecek uzunluktadir. Bu hastanede kullanimi kolaylastirir.
eHazirlama Kolayhgi ve Elde Edilebilirligi

Daha once de belirtildigi gibi, radyofarmasétigin kolay elde edilebilir olmasi klinikte,

pratikte Ustlnlik saglar.
eStabilite ve Miyad

En iyi °Tc™ kit formilasyonlari, hazirlamadan en az 6 saat sonra stabil olan Uriinlerdir
ve bazilari 24 saat stabildir. Hazirlamada sentez ve kalite kontrol yapmak icin belli bir
emek harcanmalidir, tim gin kullanilabilecek bir Griin elde etmek avantajlidir. Eger
birden fazla doz giinin farkli saatlerinde kullaniliyorsa stabilize kemik tarama
(medronat) kitleri, nonstabil kitlere tercih edilir. En kotl radyofarmasotik stabil
olmayandir ve kullanim stiresi 30 dakika ya da daha azdir. Amersham/Medi-Physics
stabilize dimerkaptosiiksinik asit (DMSA) ve hegzametilpropilenaminoksim (HMPAO)

kit formulasyonlari igin birgok kaynak yaratmiglardir ve FDA onayi almislardir.
eFormiilasyon

Ayni kimyasal Urlntin farkh formdilasyonlari 6nemli bir etkiye sebep olabilir. MDP’deki
stabilizer olan askorbik asit bir antioksidandir ve °Tc™un yeniden okside olmasini
onler. Askorbik asitin yoklugunda, hazirlamadan 4 saat sonra perteknetat diizeyleri
midede tutulmasina izin verecek yukseklikte olur, boylece goriintii kotilesir. Stabilize
formilasyonun kullanimiyla, bircok doz 12-24 saatde bir vialden elde edilebilir. Bu

formiilasyon doz basina maliyeti dislrir ve vyiksek kontrast imaji olusturur.
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HMPAO’nun yeni stabilize formilasyonu bir tampon ve metilen mavisi antioksidanini
icerir. Sonu¢ olarak HMPAO 30 mCi yerine 50 mCi *°Tc™ ile isaretlenebilir ve 5 saat

stabil kalir (30 dakika yerine).

2.4.3 Terapotik Radyofarmasotikler

Terapotik radyofarmasotiklerin kullanimi 1911’e kadar gider, o tarihte Ra-226 lupusu
tedavi etmek icin etkisiz bir sekilde kullanilmisti. 1939’larda P-32 fosfat [6semi
tedavisinde kullaniimistir, bu yapay olarak dretilen bir radyoniklidin ilk medikal
kullanimidir. 1942’de Sr-89 prostat kanserinde metastatik kemik lezyonlarini tedavi
etmek icin kullaniimistr. Ayni yil 1-131 Uretildi ve tiroid kanserinde etkili bir sekilde
kullanildi. Gelecek, terapdtik MoAB ler igin parlaktir ve terapotik MoAB’lar ileri B-hiicre
non-Hodgkin’s lenfomada diger tedaviler basarisiz oldugunda etkili olacaktir.
Radyofarmasoétiklerle tedavinin, diger kemoterapi ve eksternal maruz kalmaya gore

onemli avantajlari vardir.

- Radyofarmasoétiklerin carrier-free (tasiyicisiz) olmasi farmakolojik etki olmaksizin
terapétik etki gostermesini saglar. Bu yan etkileri minimuma dusurir ve ¢ok disuk

konsantrasyonlu reseptorlerin hedeflenmesine izin verir.

- Radyofarmasotikle tedavi, niklit hiicrelere bagh olmasa bile komsu malign hiicreleri
de letal radyasyona maruz birakir. Halbuki kemoterapide ilag molekili letal dozda

hicre tarafindan alinmak zorundadir.

- Radyofarmasotikle tedavi secicidir, ylksek bir hedef/hedef olamayan oranina
erisebilir. Eksternal 1sinlar buradaki tiim dokulari irradie eder ve kemoterapi tim hizli
¢ogalan hiicre populasyonunu etkiler. Sr-89 ile metastatik kemik uptake oraninin

normal kemik uptake’ine orani 36:1 kat fazla oldugu kayithdir.

- Farkli enerji emisyonlari olan radyonuklitlerin kullanimiyla dokudaki emisyon/tumor
blydklGgu orani secilebilir. Genis tiimorler icin, daha genis emisyon araligi gereklidir,
oysa l6semi gibi kan sistemine ait malignitelerde kisa bir emisyon araligi yeterlidir. Eger
bir nuklit cekirdek icinde intarsellller olarak lokalize oluyorsa, cok kiguk bir aralikta

auger elektronu vyayilir, 06rnegin, 1-125, 10 nm arahgiyla kullaniimalidir. Bu
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avantajlarinin sonucu olarak terapotik radyofarmasotiklerde 6nemli oranda caba

sarfedilmektedir ve bu gelecekte Gimit verici bir alandir.

2.4.3.1 Niikleer Ozellikler

istenilen etki, gériintiilemeden ¢ok hedef dokuda letal olmasi nedeniyle, tanisal amagla

kullanilan radyofarmasétiklerden farklidir 6zellikle de niikleer 6zellikler nedeniyle.
eYari-Omiir

Kisa bir yari dmir, yiksek bir doz orani demektir ve sonucta daha biyik bir biyolojik
etkidir. Diger taraftan uzun bir yari 6émir buylk doz fraksiyonu ve uzun zaman
almaktadir ve radyofarmasoétik timoér hicrelerinden temizlenmekte ve metabolize
olmaktadir. Yari 6mur hasta hiicrelerde lokalize olacak kadar ve normal hiicrelerden
temizlemeye yetecek kadar olmalidir. Uzun yari omirli radyofarmasétiklerde atiklar
problem olur. Yari dmir radyofarmasotigin sentezine, hazirlanmasina ve hastaya
verilmesine izin verecek uzunlukta, hastalarda hazirlama ve lokalizasyonu
kolaylastirmak igin en az 12 saat olmalidir. Radyoniklitlerin yariémuri 4-5 glin arasinda
ise radyofarmasoétigin uygun bir doz icin >33mCi uygulanmasi gerekir ve bu da hastanin

hastanede yatmasini gerektirir.
eBozunma Tiiru

Yiiksek lineer enerji transferi olan radyasyon maksimum maruz kalma ve doku hasari
icin istenir. Tarihte beta vyayicllar kullanilmistir  (tim onaylh terapétik
radyofarmasotikler 1-131, P-32, Sr-89 beta yayicidir) ancak alfa yayicilar ve auger
elektron yayicilar (EC dikey mod) da tedavi edici potansiyele sahiptir ve arastiriimistir.
Optimal dikey mod, o6zel bir uygulama gerektiren dokuya baghdir. Beta partikali
milimetrelerde tutulur, alfa partikilleri mikrometrelerde tutulur ve auger elektronlari
nm lerde tutulur. Alfa parikilleri ve auger elektronlarinin bir avantaji beta
partikillerinin aksine monoenerjitik oluslaridir ve stirekli enerji spektrumu karakteristik

maksimum enerjiye sahip (Emax) olmahdir.

eEnerji ve Aralik
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Optimal partikal araligl, timor blyukligine baghidir, blylk (genis) timorler daha
blylk aralik gerektirir. Optimal araligi saglayan enerjiye sahip partikil yayan bir

radyonuklit segilir. Beta partikulleri igin, ortalama enerji yaklasik Emax'in Ggte biridir.
eGama Enerji ve Verim

Radyofarmasoétigin lokalizasyonunu in vivo olarak gosterebilmek, bir gama kamera ve
hastaya spesifik dozimetreyi hesaplamayr mimkin kilmak i¢in gama 1sininin
gorlntilenebilir bir enerjiye sahip olmasi istenir. Ayrica doz kalibrator olcimleri eger
bir gama emisyonu varsa daha kolay ve hatasiz olur. Gama isininin yoklugunda doz
kalibratorii breemstrahllung radyasyonunu olger ki bu radyofarmasoétigin bulundugu
kaba, dedekt6r yapisina ve materyalin geometrisine baghdir. Optimal radyoniklit 150

keV’lik bir gama i1sinina yaklasik %10 verimle sahiptir.
eStabil ya da Uzun Yari Omiirlii Daughter (kiz)

Dikeyden ve sonraki biyolojik klirensden sonra normal dokunun maruz kaldig
radyasyonu minimuma indirmek igin eger radyontklidin bir dnceki hali stabil ya da

uzun bir yari dmre sahipse en iyisidir.

2.4.3.2 Biyolojik Ozellikler

ideal terapétik radyofarmasétigin hedef dokuda tercihli olarak tutulmasi beklenir. Uzun
kalis suresi daha yliksek doz verir. Kisa siirede normal dokularda minimum maruz
kalma énemlidir. Eger normal dokularda lokalize oluyorsa tutulum minumum olmali ve
kisa strede temizlenmelidir. 1-131 iyodir, tiroid dokusunda oldukca etkili tutulum
mekanizmasi nedeniyle tiroid tedavisi icin ¢ok etkilidir. Asiri iyot, glomerular filtrasyon
ile cabukca uzaklastirilir, minimal normal doku uptake’i ile sonuclanir. iyodun

konsantre oldugu tiroid tiimorlerinde basarili olmaktadir.
eMetabolizma ve Atilim

ideal olarak, radyofarmasétik metabolize olmamalidir. Daha hizli bir metabolizma
organlarin radyasyona maruz kalmasini azaltir ve eger hizli eliminasyon ya da hizli
hedef tutulumuna katkisi olursa faydal olabilir. Genel bir kural olarak, renal atilim

hizhdir ve eger mevcutsa kan seviyelerinin, tim vicut ve kemik iliginin radyasyona
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maruz kalmasini azaltir. Karaciger-safra salgisi ile atiim daha yavastir ve yiksek GI tim
vicudun radyasyona maruz kalmasina neden olur. Gl atilimla kan iginde reabsorbsiyon
icin bir potansiyel olsa da kan klirensini geciktirir ve tiim viicut maruz kalir. Karaciger
radyofarmasotigin metabolizmasini iceren bir organdir. Terap6tik MoAB ajanlarinin
problemlerinden birisi karaciger metabolizmasindaki dozla sinirli hepatik maruziyete
neden olur. Radyofarmasoétiklerin terapotik kullaniminin zengin bir tarihi olmasina
ragmen, biz buzdaginin sadece ucunu goérmekteyiz. Bircok potansiyel uygulama
arastirilmaktadir ve bu nikleer tibbin gelisiminde bir alan acacaktir. Tedavinin optimal
karisimini tanimlayabilmek icin klinik arastirmaya ihtiya¢c vardir. Ornegin, degisik
oranlarda farkli kemik ajanlarinin kokteyli miimkindir ve bu tek bir terapotik ajandan
daha etkilidir. Simdiye kadar diger tedavilerle sonug¢ alinamayan terminal hastalarda
radyofarmasoétiklerle bircok arastirma yapilmistir. Radyofarmasotikle tedavi biyuk

timor kitlelerinden gok, kiiciik mikrometastazlarin oldirilmesinde ¢ok etkilidir.

2.5 Radyoisaretleme

2.5.1 isaretleme Metodlari

isaretli bilesiklerin hazirlanmasinda klinik kullanim icin baslica alti biyiik teknik vardir.

Bunlar Cizelge 2.7’de gosterilmistir [66].

Cizelge 2. 7 isaretleme metodlari [66]

METODLAR ORNEKLER
izotop degisimi 125| jsaretli T3 ve T4
Tum *°Tc™-radyofarmasétikleri
125 jsaretli proteinler
125 jsaretli hormonlar

Yabanci bir isaretleyicinin

Biri3! Mln-jsaretli hiicreler
1n-bleomisin

Bifonksiyonel selatlarla 11n-DTPA-albumin

isaretleme PTcM-DTPA-antikor

’>Se-selenometiyonin

Biyosentez ve kimyasal 57Co-siyanokobalamin

t
sentez 14C-isaretli bilesikler
Geri tepme (recoil) 3H-isaretli bilesikler
isaretleme lyonlanmis bilesikler

1231jsaretli bilesikler (}?3Xe’dan bozunma)

Eksi .
ksitasyon ile isaretleme 7"Br-isaretli bilesikler ("’Kr’'dan bozunma)
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2.5.1.1 izotopla Yerdegistirme Reaksiyonlari

Bu reaksiyonlarda bir molekildeki bir veya birden fazla atom, ayni elementin farkl
kitle numaralarina sahip izotoplari ile yerdegistirir. 125I-isaretli triyodotironin (T3),
125l-isaretli tiroksin (T4) ve 14C, 32S ve 3H-isaretli bilesikler 6rnektir. Bu isaretleme
reaksiyonlari geri dontstimlidir ve trityum ile bircok bilesigin isaretlenmesinde ve iyot

radyoizotoplari ile iyot iceren materyalin isaretlenmesinde ¢ok kullanishdir.

2.5.1.2 Yabanci isaretin Girisi

Bu tip isaretlemede bir radyoniklit, biyolojik roli bilinen bir molekiille kovalent
baglarin olusmasi veya kovalent baglarin diizenlenmesi ile baglanir. Takilan radyonklit
molekiile yabancidir. °Tc™ ile isaretli albumin, **Tc™-DTPA, 51Cr isaretli kirmizi kan
hiicreleri ve birgok iyotlanmis protein ve enzim ornektir. Cesitli orneklerde, materyalin
in vivo stabilitesi kararsizdir ve isaretli bilesigin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinde bir
degisiklik olabilir. Bazi orneklerde kimyasal olarak radyoniklit analogu molekilde
mevcut bir atomun yerine gecebilir. Ornek olarak 75Se, 75Se-selenometiyonin olarak,
metiyonin icindeki silfliriin yerine gecebilir. Bu grubun birgok bilesiginde kimyasal bag
selasyonla olur. Ornegin genellikle bir gecis metali olan yabanci aseptér atoma

elektronlarinin bir kismini verir. °Tc™, DTPA’ya selasyonla baglanir.

2.5.1.3 Bifonksiyonel Selatlar ile isaretleme

EDTA (Etilendiamintetraasetik asit), DTPA (dietilentriaminpentaasetik asit) ve
desferoksamin, cesitli proteinlerin isaretlenmesinde basariyla kullanilmistir. Bu
metodda, proteinler bifonksiyonel selat ile kompleks olusturur daha sonra uygun bir
radyoniiklid ile selasyon yaparak isaretlenir. 111In isaretli DTPA-albumin, ®’Ga isaretli
desferoksamin-albumin ve °°Tc™ isaretli DTPA-antikor bazi érneklerdir. Selat bulunusu
nedeniyle, isaretli proteinin biyolojik 6zellikleri degisebilir ve klinik kullanimdan 6nce

miktari belirlenmelidir.

2.5.1.4 Biyosentez ve Kimyasal Sentez

Biyosentezde yasayan bir organizma radyoaktif izleyici (tracer) iceren bir kaltlr
ortaminda buydr; izleyici, organizmanin metabolik islemleri ile metabolitleri icine alir
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daha sonra kimyasal olarak ayrilir. Ornegin Vit B12, Streptomyces Griseus’un tredigi bir
kultur ortamina izleyici ilave edilerek ®°Co veya >’Co ile isaretlenir. 14C isaretli
karbonhidratlar, proteinler ve vyaglar L-75Se-selenometiyonin biyosentezi diger

orneklerdir.

2.5.1.5 Geri Tepme (Recoil) isaretleme

Cok fazla kullanilan bir yontem degildir. Niikleer bir reaksiyonda partikdller ¢ekirdekten
sacildiginda recoil atom veya iyonlar olusur ki bunlar hedef materyalde mevcut diger
molekillerde bir bag yaparlar. Yiksek enerjili recoil atomlari zayif verimlidir ve bu
ylzden isaretli bilesigin spesifik aktivitesi dusuktir. Pek ¢ok trityumlanmis bilesik
reaktdrde 6 Li (n,a) 3H reaksiyonu ile hazirlanabilir. isaretlenecek bilesik lityum tuzuyla
karistirilir ve reaktérde isinlanir. Yukaridaki reaksiyonla Uretilen trityum daha sonra
bilesigi isaretler ki bu da esas olarak izotop degisimi mekanizmasi ile olustuktan sonra

isaretli bilesik ayrilir.

2.5.1.6 Eksitasyon ile isaretleme

Nikleer bozunma sirasinda olusan yiksek derecede reaktif daughter’lara (kiz) ihtiyac
vardir. Beta bozunma veya elektron yakalanmasi esnasinda enerji yukli 44 iyonlar
olusur ki bunlar degisik bilesikleri isaretlemeye yeteneklidir. 77Kr, 77Br’a bozunur ve
eger isaretlenecek bilesik 77Kr’a maruz kalirsa enerjik 77Br iyonlari bilesigi isaretler ve
bromlanmis bilesik haline getirir. Benzer sekilde degisik proteinler 123Xe’a maruz

birakilir bu da 1231'e bozunur. Verim ¢ok dustktir.

2.5.2 lisaretlemede Onemli Faktérler

Klinik uygulamalarda kullanilan radyofarmasatiklerin biytk bir kismi iyonik, kolloidal,
makroagregat halinde veya selat formunda kolaylikla hazirlanir ve bircogu piyasada
bulunan kitler kullanilarak yapilabilir. isaretlemede énemli faktorler kisaca asagida

belirtilmistir.
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2.5.3 isaretleme isleminin verimi

Urlinin daima vyiiksek oranda isaretlenmesi istenir ancak bazi durumlarda bu
olmayabilir. Daha ylksek oranda Urin eldesi daha iyi isaretleme metodu ile olur.
Bununla beraber daha duisik triin bazen, eger Urin saf ve isaretleme giderleri minimal

oldugunda ve kullanilabilecek daha iyi metod yoksa kullanilabilir.

2.5.3.1 Uriiniin kimyasal stabilitesi

Stabilite bilesik ile radyoniklit arasindaki kimyasal bagin tipi ile ilgilidir. Kovalent baglar
ile bilesikler gesitli fizikokimyasal sartlar altinda oldukga stabildir. Stabilitenin iyi olmasi

icin isaretli bilesigin stabilite sabitinin bliylk olmasi gerekir.

2.5.3.2 Bozunma veya degisiklik

Yap! ve/veya isaretli bilesigin biyolojik ozellikleri, isaretleme islemi sirasinda cesitli
fizikokimyasal durumlarla degisir. Ornegin proteinler i1sitma ile pH 2’nin altinda ve pH

10’un Gzerinde asiri iyotlama ile ve kirmizi kan hiicreleri de isiyla denatiire olur.

2.5.3.3 izotop Etkisi

izotop etkisi sonucu, izotop agirhgindaki farklara bagh olarak farkl fiziksel bazen de
biyolojik dzellikler olusur. Ornegin; trityumla etkilestirilmis bilesiklerde, isaretli bilesigin
ozellikleri degisebilir. Trityumlu suyun fizyolojik davranislari, viicuttaki normal sudan

farkli bulunmustur. izotoplar daha agir oldugunda izotop etkisi &nemli degildir.

2.5.3.4 Carrier-free veya tasiyici ilave edilmemis durum (NCA)

Radyofarmasotikler tasiyicisiz veya NCA durumunda camda absorbe olur. Tasiyicl
serbest bilesiklerin molar konsantrasyonlari nanomolar diizeyde veya daha azdir.
Disik konsantrasyonda calismak ¢cok zordur. Tasiyicisiz veya NCA durumda izleyicinin

dislik konsantrasyonu ile isaretli Girinde teknik gelistirmek etkili degildir.
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2.5.3.5 Bekletme kosullari

Bircok isaretli bilesik yiksek temperatiirde dekompoze olur. Proteinler ve isaretli
boyalar isiyla indirgenir bu nedenle disiik temperatiirde saklanmalidir. Ornegin
Albumin buzdolabinda saklanmalidir. Isik bazi isaretli bilesikleri bozabilir. Ornegin
radyoiyotlanmis rose bengal karanlkta saklanmalidir. Tastyicisiz izleyicilerin kaybi,

kabin duvarlarinda absorbsiyonla olusabilir. Silikon kapli kaplarda bu dnlenebilir.

2.5.3.6 Spesifik aktivite

Spesifik aktivite isaretli bilesigin gram basina aktivitesi olarak tarif edilmektedir. isaretli
bilesiklerin uygulamalarinda, bir¢cok 6rnekte yiiksek spesifik aktivite gerekir ve uygun
metodlar bulunmalidir. Bazilarinda ise isaretli bilesikte yiksek spesifik aktivite daha

fazla radyolize sebep olabilir ve 6nemlidir.

2.5.3.7 Radyoliz

Bircok isaretli bilesik icindeki radyondklitlerle radyasyon yayarak dekompoze olur.
Dekompozisyonun bu cesidi radyoliz olarak isimlendirilir. Yiksek spesifik aktivite
radyolizin etkisini arttirir. Kimyasal baglar kendi molekiliinden radyasyonla kirilir. Olay
otoradyoliz olarak adlandirilir. Radyasyonlar c¢ozeltiyi bozabilir. indirek radyolizi
onlemek igin solventin pH’si nétral yapilmalidir. Clinki asidik ya da alkali pH’da daha
fazla reaksiyon olabilir. Daha uzun 6mdrli radyontiklitde radyoliz daha fazladir ve daha

enerjik radyasyonda radyoliz daha biytktdr.

2.5.3.8 Saflastirma ve Analiz

Radyoniklidik safsizliklar, radyonuklitlerin Giretim metodundan dogan radyoaktif
kontaminantlardir. Ayni zamanda isaretli safsizliklar radyontklidik kirliliklere eklenir.
Radyoniiklit Gretim basamaginda radyoaktif kirliliklerin uzaklastirilmasi gesitli kimyasal
ayristirma metodlari ile yapilabilir. Radyokimyasal ve kimyasal safsizliklar bilesiklerin
isaretlenmesinin tam isaretlenmemesinden dogar ve elektroforez, jel, kagit ve iTK (ince
tabaka kromatografisi), iyon degistirme, solvent ekstraksiyonu gibi cesitli analitik
metodlarla saptanabilir. Siklikla bu safsizliklar radyolizden oldugu kadar isaretlemeden
sonra dogal parcalanmadan da dogar.

48



2.5.3.9 Raf Omrii

isaretlenmis bilesik istenen amag icin giivenle kullanilabilecek bir raf dmriine sahip
olmalidir. isaretlenmis bilesigin etki kaybi, isaretli bilesik ve radyoniiklit u¢ arasindaki
kimyasal bagin gesidi, yayilan radyasyonun cesidi, isaretlenmis molekile herhangi bir
ilave, ¢ozlcl, radyonuklitin fiziksel yariomriine baghdir. Genellikle Ug fiziksel yari
omrin bir periyodu veya alti ayin bir maksimumu isaretlenmis bilesigin raf 6mru igin

limit olarak énerilir. ®°Tc™ bilesiklerinin raf émrii 0.5-18 saat arasinda degisir.

2.5.4 Radyoisretlemede Kullanilan Radyoniiklidler

2.5.4.1 Teknesyum

Teknesyum, 25 izotopu ve 10 izomeri olan; 88 -113 arasinda atomik kiitle degerlerine
sahip yapay bir elementtir [67]. Atom sayisi 43 olup, “Tc” seklinde sembolize edilir.
Periyodik tabloda VII B grubunda bulunan Teknesyum, ayni grupda yer alan Renyum ve

Mangan gecis metallerine kimyasal 6zellik bakimindan benzerlik gostermektedir.

Nukleer tipta teshis amaciyla genis bir spektrumda kullanim alanina sahip °°Tc™ isimli
kisa yari 6mdrld, y salici bir nikleer izomeri bulunmaktadir. Elementin kesfinden 6nce,
43 numarali elementin cogu o6zelligi Dmitri Mendeleev tarafindan 6n gordlmistir.
Mendeleev olusturdugu periyodik tablosunda bu elementin yerini bos birakarak, bu
elementi “ekamanganese” olarak isimlendirmistir. 1937’de izotopu olan *'Tc, Uretilen
ilk yapay element olmustur. Diinyada Uretilen teknesyumun ¢ogu niikleer reaktorlerde
U-235’in fisyonu sonucu olusan bir yan urindir ve nikleer yakit cubuklarindan

ekstrakte edilirler.
eTeknesyum izotoplar

Teknesyumun metal formu nemli havalarda yavasca kararir ve oksitleri TcO; ve Tc,07
dir. Oksitlenme kosullari altinda Tc(VIl), perteknetat [TcOa4]" iyonu halinde bulunur.
Teknesyum 0, +2, +4, +5, +6 ve +7 oksidasyon basamaklarina sahiptir. Teknesyumun
toz hali oksijenle yanabilir. Nitrik asitte ve konsantre silflrlk asitte ¢ozlinlr ancak
hidroklorik asitte ¢co6ziinmez. Metal formu zayif paramanyetik 6zellik gosterir. Kristal

yapisi ise hekzagonaldir. Teknesyum niikleer fisyonla Uretilir ve ¢ogu radyoniklidten
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daha kolay ayrilir. insanlar ve hayvanlar tzerindeki toksisitesinin anlasilmasi dnemli
olmasina ragmen, bu konudaki deneysel sonuglar yetersizdir. Diisiik kimyasal toksisite
gosterir. Radyolojik toksisitesi ise, bilesigin fonksiyonuna, so6z konusu izotobun

radyasyon tirine ve yari dmriine baghdir [63].

Gizelge 2. 8 Teknesyum izotoplari

Radyoaktif Bozunma Bozunma

izotop | Yari-6miir e
P bozunum | enerjisi (MeV) | rinii

EC - Mo
ST | 6lg v 0'2004;325582’ )
T 0.0389, e »Tc
EC - Mo
96
Tc 43¢ 0.778, 0.849, i
v 0.812
7Tc | 2.6x10°y EC - W
97mTc 90 g IT 0.965, e ’Tc
B 0.4 **Ru
%Tc | 4.2x10°y
v 0.745, 0.652 -
9Tc | 2.1x108y B 0.234 “Ru
T 0.142, 0.002 PTc
®Tcm | 6.01s
v 0.140 -

eTeknesyum-99m

Teknesyum-99m (*°Tc™) Nikleer Tipta en yaygin olarak kullanilan radyoniklittir.
Yaridmri 6.01 saattir ve 140 keV’luk bir gama isimasi vardir. Bu dzellikleri *°Tc™i hala
Nikleer Tipta en yaygin olarak kullanilan gériintiileme radyoniiklidi yapar. ®°Tc™ 67
saat yanomirli molibdenyum-99’un (*?Mo) bozunmasindan olusur. *®Mo’un daha
uzun yaridmri °°Tc™ ile gecici denge olusturmalarina yol agar. Gegici dengenin olusumu

Sekil 2.8’de gosterilmistir (esitlik 2.2). Ana radyonuklidin yariomri Griinden daha uzun
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oldugu zaman gecici denge olusur. Gegici dengede ana ve (riin radyoniklidin
aktiviteleri birbirine yakindir. Gegici dengenin matematiksel bagintisi asagida
gosterildigi gibidir:

Gegici Denge:

1.T1/2ana > Tz Urln

2.0riin aktivitesi > Ana radyoniiklidin aktivitesi (denge aninda)

1(1)NixA=Nax(A2-A1) (2.2)

Aktivite

Zaman
Sekil 2. 8 Gegici denge egrisi
eTeknesyum Jeneratorii
Sekil 2.9'da goriilen bir jeneratorin calisma prensibi, kisa yariomirli bir radyontiklin
kendisini olusturan uzun Oomdurli bir radyoniklidten ayrilmasina dayanir. Ana
radyoniiklid (°**Mo) bir B~ bozunumu yapar, bdylece iriin radyoniklid (°°Tc™) ana
radyoniklitten farkh kimyasal kimlikte olusur (Sekil 2.9). Bu durum iki radyonuklidin
kolayca kimyasal olarak birbirinden ayrilmasina olanak saglar. ®®Mo’un bozunumu
sirasinda °°Tc™in olusumu ve ayrilmasi Sekil 2.10 ve Sekil 2.11’de gésterilmistir.
Genellikle *°Tc™ jeneratdrden her 24 saatte bir sagilir, ¢clinku iki radyonuklid arasinda

dengeye gelme zamani yaklasik olarak 23 saattir.
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Steril Salin Soliisyonu

Steril Hava Filtresi —{/

- Toplama Sisesi Koruyucu

Toplama Sisesi (Sodyum
perteknetat icerir)

Molibden/Aliimina Kolon

s L
Kursun Kaplama Z—?*/gr

O Plastik Gévde

Sekil 2. 9 Teknesyum jeneratori

Dustk spesifik aktiviteli radyofarmasotikler goriintii kalitesini azaltir. °°Tc™un zamanla
spesifik aktivitesi azaldigindan, kaliteli goriintlii elde etmek icin jenerator haftada bir
degistirilir. Aliminyum kolondan serum fizyolojik gecirildiginde; Mo aliminyum

kolonda kalirken °°Tc™ serum fizyolojik vasitasi ile vakumlu toplama sisesine alinir. Bu

isleme sagim denir [63].

— %Mo" un bozunmasi
#FTe™ in olusumu
—===3Tc™ in azalmas

o 08
= - 0 )
> (izole edildiginde)
x 0E
o
Eosl
n
L)
®g24
o +——t—t — St t—t——F—1+—
0 12 24 36 48 1] 7>
Zaman (saat)

Sekil 2. 10 °°Tc™in olusum egrisi [63]

Mo T,,=66h
B- (18.5%)
B aow 0.921 MeV
B- y (135%)| | Y 5%)
0,
(80%) 0.509 MeV
Y
(1.5%)
0.181 MeV
9MTeT,,,=6.1h y lyesn 0.141 MeV
Y (85%) 91.5%
i Y (91.5%)
Tc 0.01 MeV

Sekil 2. 11 °*Mo’un bozunma semasi [63]
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ePeptidlerin ?°Tc™ ile isaretlenme Yontemleri
Peptidlerin *°Tc™ ile isaretlenmesinde ¢esitli ydbntemler uygulanmaktadir. Bu yéntemler

Uc¢ kategoride incelenebilir.

Direkt isaretleme Yoéntemi: Peptidlerin °°Tc™ ile direkt isaretlenmesi, peptiddeki
distlfid baglarinin indirgenmesi ile olusan tiyol gruplari ile Tc-99m’in
komplekslesmesini icerir. Ancak bu yontemle isaretleme sistein icermeyen peptidler
icin de uygulanabilmektedir. Sadece silflir grubu degil, ayni zamanda imidazoliin azot
grubu ile °°Tc™ bag yapabilmektedir (Ancak sisteinlerin varliginda olusan bu
kompleksler teknesyumla isaretlemede sart degildir.) [68]. Melendez tarafindan
yapilan calismada sistein amino asidi icermeyen Ubiquicidine (UBI) antimikrobiyal
peptidi direk isaretleme yodntemi kullanilarak °°Tc™ ile kararli *°Tc™-UBI kompleksi
olusturulmustur. Bu yontem kullanilarak olusturulan komplekslerde °°Tc™ merkezi
etrafindaki koordinasyon geometrisi ve dondor atomlarinin sayisi hakkinda c¢ok fazla
bilgi bulunmamaktadir. Bununla birlikte, kolay uygulanabilir olmasi ve isaretleme
sonrasi saflastirma basamaklarina ihtiyag duyulmamasi gibi cesitli avantajlan

mevcuttur [69], [70].

On isaretleme yontemi: Oncelikle °°Tc™ bifonksiyonel selatlayici ajan (BFCA) ile
baglanir, daha sonra olusan bu kompleks peptid veya protein ile baglanir. Metal
radyondklidlerinin sahip olduklari farkh oksidasyon basamaklarina bagl olarak gok
cesitli bifonksiyonel selatlayici ajan kullanilabilir, boylece farkh kor simetrileri ve
koordinasyon davraniglari meydana gelir [68]. Bu yontemin hazirlanmasi ve
saflastiriimasi birka¢ basamaktan olustugu, uzun zaman aldigi icin hazir kit kullanimlari
icin uygun degildir. Ancak arastirma amagli ve diger isaretleme yontemlerinin

kullanilamadigi durumlarda uygulanabilir [71].

indirekt isaretleme ydntemi: Bifonksiyonel selatlayici ajan éncelikle peptide baglanir.
BFCA —N veya —C terminaline baglanabilir veya yan zincirlerle de birlesebilir. Eger
uygun BFCA kullanilirsa radyoisaretleme BFCA-konjugat varliginda perteknetatin direkt
indirgenmesi veya ligand degisimi veya teknesyum trikarbonil eklenmesiyle gerceklesir

[68].
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2.5.4.2 Galyum-68

%8Ga, aile/kiz jenerator sisteminden temin edilebilen, pozitron yayan, kisa 6mirli az
sayidaki radyoniklidlerinden biri olma 6zelligini tasiyor [72]. 8Ga kizinin 68 dakikalik
yari-omri radyofarmasotik sentez igin elverislidir ve hasta tarafindan alinan radyasyon
dozu sinirhdir, ®8Ge jeneratér iletiminde sorunlardan kaginacak kadar uzun surelidir.
Dolayisiyla Ge/Ga jeneratord, bir siklotrona erisimi olmayan fakat pozitron emisyon
tomografisi (PET) ile hasta goruntilemeyi yapmak isteyen kurumlar icin pozitron
yayma radyo-farmasotiklerinin "en iyi" kaynag olabilir [73]. Bu teknigi kullanarak,
pozitron-elektron inhalasyonu ile Uretilen iki es-dogrusal 511 keV fotonun algilanmasi
ve elektronik kolimasyonunu takiben, doku aktivite seviyelerini haritalandiran ve
nicellestiren gorintiler saglayan in vivo radyoniklid dagiliminin i¢ boyutlu yeniden

yapilandirilmasi mimkiandur [74], [75].
eGalyum Kimyasi

Galyum, yer kabugunda sadece az miktarda bulunur ve dogal olarak meydana gelen
biyokimyasal bir fonksiyona sahip olup olmadigi bilinmemektedir. Bazi dislik degerlikli
galyum bilesikleri bilinmesine ragmen, radyofarmasotik sentezlerde tim galyum

kimyasi +3 oksidasyon basamaginda meydana gelir.

Ga®* iyonu, grup lll bilesiklerinde (bor, aliminyum ve indiyum gibi..) oldugu gibi
kuvvetli iyonik, apolar Lewis bazlarina siki sikiya baglanan "kuvvetli asit" olarak

3+

siniflandirtlir [76]. Sonug olarak, Ga>*'nin selat kimyasi, oksijen ve azot don6r atomlari

iceren ligandlara baglidir (Sekil 2.12, Cizelge 2.9).

(HOOCCH,),NCH,CH,N(CH,COOH),  [(HOOCCH,),NCH,CH,1,NCH,COOH  (2-HOC4H,CH,)N(CH,COOH),
EDTA DTPA HIBDA

(HOCH,CH,)(HOOCCH,)NCH,CH,N(CH,COOH), [(HOOCCH,),NCH,CH,],CH, [(2-HOCgH,)(HOOC)CHNHCH,],

HEDTA TMDTA EHPG
HOOCCH,NHCH,CH,NHCH,COOH [(HOOCCH,),NCH,CH,],0 [(HOOCCH,),NCH,CH,],S
SEDDA EEDTA TEDTA

Sekil 2. 12 Bazi galyum-selatlama ligandlarinin yapisal formdila
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Gizelge 2. 9 Nukleer tipla ilgili galyum radyontklidleri

izotop

67G a 68G a

Yari-6mir 3.3 glin 68 dk

y-bozunma 93 (38%), 185 (24%),

N
enerjileri (keV) | 300 (16%), 394 (4%) >11(B’)
leat 68(=n’
"Uretlm . 57Zn (p, n) Ge'un bozurjma5|
yontemleri (t1/2=275 glin)

Benzer vyik, iyonik vyariiletken yaricapi (Ga** icin 0.62 A ve Fe3 icin 0.65 A),
koordinasyon sayisi (alt1) ve elektronik konfiglirasyonu (Ga3* icin tam dolu 3d*° ve Fe3*
icin yari dolu 3d°) nedeniyle galyumun genel koordinasyon kimyasi, yiiksek spinli demir
iyonunkine oldukc¢a benzerdir. Sulu ¢ozeltideki, serbest hidrath Ga (lll) iyonu sadece
asidik kosullar altinda kararhdir. Coziinmeyen galyum trihidroksit olusumuna neden
olan pH yukseldik¢e hidroliz meydana gelir. Galyum hidroksitin ¢okmesi, stabilize edici
ligandlarin yoklugunda, non-carrier konsantrasyonlarda (1 mCi/ mL, 4 x 10'1° M ®8Ga ve
2.5 x 1019 M %’Ga’ya esdeger) pH 3’de baslar [77]. %8Ga demir hidroksit kolloidi,
pozitron emisyon tomografisi ile karaciger/dalak gorintiuleme icin kullaniimasina
ragmen genel olarak radyofarmasétik hazirlik asamasinda bu hidrolizden kaginmak

gerekir (Sekil 2.13 esitlik 1-3) [78].

Ga(H,0)s"+ H,0 = Ga(OH)(H,0):*" + H;0* (1)
Ga(OH)(H,0)s*" + H,0 === Ga(OH),(H,0)," + H;0" (2)
Ga(OH),(H,0)," + O =——== Ga(OH);, + H;0" + 3H,0 (3)
Ga(OH);(, + OH' ==—= Ga(OH), 4)

Sekil 2. 13 Galyumun hidroliz basamaklari

Galyum hidroksit, indiyum hidroksitin aksine amfoterik ve bazik (Sekil 2.13 esitlik 4)
ortamda asidik c¢ozeltide oldugu gibi cok iyi ¢Ozliniir. Boylece, pH arttikca Ga(OH)s
¢coker ama sonra Ga(OH)4 olarak yeniden ¢ozilir. pH > 7.4’de, sulu galyum, ¢ozlinebilir

Ga(OH)s ile kismen ¢ozlinmeyen Ga(OH)s arasinda 49:1 oraninda bollinir ve bu pH' da,
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Ga(OH)s’Un  ¢ozUnUrlGgunt  asmadan  maksimum 2.5x  10® M’k Ga(OH)4
konsantrasyonu elde edilebilir [79]. Bu nedenle, non-carrier [%®Ga]Ga(OH)s’,
Ga(OH)s'nin soltsyondaki diger eser metallerle birlikte c¢okelmedigi varsayilarak
fizyolojik pH’da ¢ozeltide bulunabilir. Ga(OH)s”lUn ¢ozlinlrliglu radyofarmasotik
sentezde kullanilmamasina ragmen, galyum radyofarmasétik safliginin saptanmasi igin
kromatografik sistemleri tasarlarken akilda tutulmaldir. Galyum radyofarmasétigi in
vivo uygulamada, Ga3* icin yiksek afiniteye sahip iki demir baglama kapasitesine sahip

plazma protein transferini (2-4 g/L) ile higbir degisime ugramamistir [80].

iki transferrin metal baglama kapasitesinde Fe3* ve Ga3*'iin koordinasyonu, bikarbonat
gibi sinerjik bir anyonun, es zamanh baglanmasini gerektirir. Serum bikarbonat
diizeylerinde, galyum igin insan transferin baglanma sabitleri, logK: = 20.3 ve logk, =
19.3’tlr [79]. Bazi galyum koordinasyon komplekslerinin kararhlik sabitleri Cizelge

2.10’da verilmektedir.

Cizelge 2. 10 Bazi galyum koordinasyon komplekslerinin kararllk sabitleri

Ligand LogKi

I -0.2

Br -0.1

Cl 0.01
Salisilik asit 0.69
5-Silfosalisilik asit 1.36
HF 4.92
Okzalik asit 6.45
Glisin 9.33

Asetilaseton 9.4
Sitrik asit 10.02
OH" 11.01
Glutamik asit 11.15
HIDA 11.33
IDA 12.76
8-Hidroksikinolin 14.5
NTA 16.19
UEDDA 16.75
HEDTA 17.2
TEDTA 17.3
SEDDA 18.15
Tiron 194
TMDTA 20.8
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Cizelge 2. 10 Bazi galyum koordinasyon komplekslerinin kararhlik sabitleri (devami)

EEDTA 21.0
HBIDA 21.55
EDTA 21.7
CDTA 22.34
DTPA 23.32
EHPG 31.61

3,4 DiP-LICAM 38.6
PLED 36.35
HBED 39.57
TiP-MECAMS 42.0
3,4 DiP-MECAMS 42.1

Bu ligandlarin bircogu, transferrin ile degisim yoluyla termodinamik olarak stabil
olmayan kompleksleri olustururken, daha az stabil olan bazi selat kompleksleri
radyofarmasotik agidan daha uygundur, ¢linkli hem transferrin ile bunlarin degisimi
kinetik olarak yavastir hem de transferrinsiz ortamda kan bilesenlerini isaretlemek igin
kullanilabilirler. Galyum stabilite sabitlerinin bilinmedigi durumlarda, Fe (lll)’e karsilik
gelen komplekslerinin kararllik sabitlerinden asagidaki denklemle tahmin edilebilirler

(esitlik 2.3):
logK1Ga3* = 0.9624 + 0.8397 logKiFe3*; r=0.961, Se = 2.057 (2.3)

Ga3"nin ¢ok-disli selat komplekslerinin olusturulmasi icin bir ligand degisimi gereklidir.
Cunkl kinetik olarak yavas bu ligandlari metali baglamak icin galyum hidroksitin
¢cOkeltilmesi cok disik bir pH degerinde hizla meydana gelir [81]. Galyum cozeltileri,
komplekslerin ardisik olusumundan dolayr metalin hidrolizi olmaksizin sitrik asit

varhiginda 7-8 kadar yiksek pH degerlerine ylikseltilebilir [77].
[C3H4O Ga(COOH)3)*
[CsH40 Ga(OH)2(COOH)s] pH ~ 3
[C3H40 Ga(OH)2(COO)(COOH).] pH ~4
[C3H40 Ga(OH)>(CO0)3]* pH > 8

Galyum sitratinkinden daha blyuk kararlihk sabitlerine sahip radyofarmasotik

kompleksleri daha sonra sitrat kompleksiyle degistirilerek hazirlanabilir [81].
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eGalyum Radyofarmasétiklerinin Yapisi

Transferrin, 80.000 daltonluk bir molekil agirligina sahiptir ve galyumun rekabet
edebilecegi, neredeyse esdeger olan iki bagimsiz demir iyonu baglama bdlgesine
sahiptir [79], [82-85]. Baglanmis demirin tirozil residlerinin iki veya lg¢ fenolat grubu
tarafindan koordine edildigi ve baglama bdlgesinin ayni zamanda iki histidil rezidiisu ve
belirsiz sayida triptofan rezidiisi icerdigi distintllr [83]. Karboksil iceren bir anyonun
her biri bagh demir ile iliskilidir ve bu tir anyon baglanmasi galyum transferrin
kompleksinde meydana gelmektedir [82], [86]. Enterobaktin ile olusturulmus galyum
kompleksinin soliisyonu yapi, paramanyetik Fe (lll) analogunun yapisi hakkinda bilgi
edinmek icin nikleer manyetik rezonans spektroskopisi ile incelenmistir. Spektrumlar,
serbest ligand ve galyum kompleksi icin C3 simetri yapilariyla tutarliydi. Selat
kompleksinin yapisal analizi, komsu proton-proton coupling sabitlerine dayanarak
mimkin olmustur. Galyum radyofarmasotikleri yapisal olarak x-isini kristalografisi ile

karakterize edilmistir.
eGalyum-68 Jeneratorleri

58Ge/%8Ga radyoniiklid jeneratér sisteminden elue edilen pozitron yayan %Ga’nin
onemli bir 6zelligi ile siklotrondan bagimsiz kullanilabilirligidir. Nispeten uzun émdarli
68Ge (yari dmur [t12] 270.95 giin) kisa dmirli %8Ga (t1/2 67.71 dk), Uretir daha sonra
%8Ga bozunur ve kararli ®8Zn olusur. Disik foton emisyonu(1.077 keV,% 3.22)
sayesinde % 89 pozitron dallanmasi ile ®Ga mikemmel bir pozitron yayicisidir (1,2).
%8Ge/%8Ga radyoniiklid jeneratorler neredeyse 50 yildir kesif ve gelistirme
asamasindadir. Bugiin, ticari olarak mevcut en yaygin ®8Ge/%Ga radyoniiklid jeneratdr
TiO2 kati faz esashdir (Cyclotron Co. Ltd.). 7 GBq'ye kadar %8Ge aktivitivitesine sahip
jeneratorler Uretiliyor. “ iyonik ” 68Ga3! 0.1 N HCI asit ¢ozeltisi icinde elue edilir. ®8Ga

verimi eluatin 5 mL’sinde % 60’tir. ®3Ge salinimi genellikle % 5x10°*U asmaz [87].

68Ge/%8Ga jeneratori mikemmel bir pozitron yayici kaynak olan ®8Ga radyoniiklidini
saglar. Bununla birlikte, mevcut iyonik 8Ge/%8Ga radyonuklid jeneratérler, %8Ga isaretli
radyofarmasotiklerin sentezi icin tam olarak optimize edilmemistir. %8Ge/®®Ga
jeneratori eltatlarin bliylik hacimlerine, yiiksek hidrojen iyonu konsantrasyonuna (pH

1), kullanim siiresi ve kullanim sikhigi ile artan ve 8Ga bozunmasiyla olusan kararl Zn
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(1), kolon malzemesinin bir bileseni olarak Ti (IV) ve genel bir safsizlik olarak Fe (lll) gibi

iceriklere sahiptir [87].
Anyon Degisim Kromatografisi

0.1 mL HCI eluatin 10 mL’lik baslangic hacmi 15 mL 9,5 N HCI iceren bir flakona
aktarihr. 5.5 M’lik hidroklorik asit son konsantrasyonu elde edilir. Bu kosullar altinda,
%8Ga %8Ga(lll)’nin anyonik kloro kompleksleri olarak kuvvetli anyon degistirici regine
Uzerinde adsorbe edilebilir. 1 mL 5.5N HClI ile bir yikama asamasindan sonra, azot akisi
ile yikanir ve daha sonra kigclk hacimlerde H,0 ile elue edilir. Bu strateji ®3Ge’yi ayirir
ancak 0.1IN HClI'den anyon degistirici recine Uzerine ®Ga (lll) iGn dogrudan
yuklenmesine uygun degildir ve 6rnegin, Zn (ll) ve Fe (lll)’den yeterli saflastirma

saglamaz [87].
Fraksiyonlanmasi

Jenerator sistemlerinde sorun yaratan faktérler eluat hacmi, asidik pH ve ®8Ge icerigi
gibi kimyasal safsizliklardir. Bu sorunlarin lstesinden gelmek igin baska bir yaklagim,
jeneratérin ilk eluatini fraksiyonlamaktir. Bu konsept elue edilen ®Ga aktivite

piklerinden yaralanir ki bu 1-2 mL’lik hacim toplam aktivitenin 2/3’sini temsil eder [87].

aseton/0.05 HCI
1 milL B0%
aseton,/0.15 M HCI

7-10 mL 0.1 M HCI

0.4 mL 37.6%

™~ {F—HBos
{=H
E Hava
T

Jenaretdr

N

e {F—Ho0.3-0.4 mL etanol
= FHsmiw

steril
filtre

I

Sekil 2. 14 Galyum jenaretori
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2.5.5 Bifonksiyonel Selatlayici Ajanlar (BFCA)

Kiguk molekiler agirlikh polipeptidlerin ve peptidlerin hizli farmakokinetiklerinin
STc™in fiziksel yaridmri agisindan da uygun olmasi nedeniyle biyomolekdllerin 9°Tc™
ile isaretlenmesinde uygun isaretleme prosediirlerinin arastiriimasina gegilmistir. %Tc™
ile isaretli proteinlerin hazirlanmasinda dietilentriamin pentaasetikasitin siklik tirevi
BFCA olarak kullaniimistir. Ancak bu prosediir molekil i¢i capraz baglanma meydana
gelmesine neden oldugu icin radyoisaretlemenin kararliligi dismektedir. Bu nedenle
orijinal proteinin molekdler aktivitesini distirmeden yiksek in vivo kararlilikta *°Tc™ ile
isaretli protein hazirlamak icin ¢ok sayida bifonksiyonel selatlayici ajan gelistirilmistir.
P-karboksietilfenilgliyoksal di(N-metiltiyosemikarbazon) isaretleme igin istenen bu iki
kriteri saglayan ilk BFCA’dir [88]. MAG3, MAG2, HYNIC, DADT, EC, tetraamin ve N3S
gibi cesitli BFCA’lar gelistirilmistir [89], [90]. Bunlarin disinda N2S2, N3S veya N4
koordinasyon molekiillerini iceren BFCA’lar da bulunmaktadir. Bunun vyaninda
BFCA’larda bulunan tiyol gruplari mononikleer °Tc™ komplekslerinin yiksek
kararhlikta olusumunu kolaylastirmaktadir. Ancak selatlayicidaki tiyol gruplariyla
proteindeki dislilfit baglar yerdegistirme reaksiyonu verebilir bu reaksiyonda istenilen
konjugasyon reaksiyonunun olusumunu engeller. Bu istenilmeyen yan reaksiyonun
olusumunu engellemek icin selatlayicida ki tiyol gruplari N3S selatlayici molekili ile
kapanarak korumaya alinir. Sekil 2.16’da iki tir serbest tiyol grubu iceren bifoksiyonel

selatlayici ajan gortilmektedir.

Bioligand +
E‘ Radyometal [y} Mevcut
"""""""" tasanm
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Sekil 2. 15 Bifonksiyonel selatorlerin uygulama alanlari
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Sekil 2. 16 (A) N-hidroksisuksinamidil hidrazinonikotinat ve (B) bis (hidroksiamamid)
turevi bifoksiyonel selatlayici ajan

2-hidrazinonikotinamid (HYNIC) monoklonal antikorlarin, kemotatik peptidlerin,
somatostatin analoglarinin ve oligonikleotidlerin *°Tc™ ile isaretlenmesinde yaygin
olarak kullaniimaktadir. Bifonksiyonel selatlayici ajanlarin gelistirilmesi bugiin
biyomolekiliin biyoaktivitesini degistirmeden yiksek radyokimyasal verimlilikte 9°Tc™
ile isaretli protein ve peptidlerin eldesine olanak saglamistir. Bu sonuglar hedef
radyoterapi icin protein ve peptidlerin [(186/188)Re] ile isaretlenmesine olanak
saglayabilir. Ancak °°Tc™ kullanildiginda meydana gelen istenmeyen bébrek
radyoaktivite tutulumu [(186/188)Re] radyoniiklidinin de terapotik uygulamalarini
sinirlamaktadir. Sonug¢ olarak eger bobreklerdeki bu istenilmeyen radyoaktivite
tutulumu ortadan kaldirilabilirse °°Tc™ ile isaretli dusik molekuler agirlikl
polipeptidlerin ve peptidlerin kullanimi nikleer tipta daha etkin hale gelecektir [88].
Peptid molekilt icindeki selat kisminin dogasi ve konumu farmakokinetigini
degistirebilir. Baglanma afinitesini korumak igin, isaretleme, peptidin reseptér baglayici
bolgesinden uzakta gerceklesmek zorundadir. Ligand konsantrasyonu, isaretleme
karisiminin pH’1, exchange ligand, reaksiyon sicakligi, ve zaman gibi faktorler isaretleme
kinetigini etkilemektedir ve BFCA secilecegi zaman bunlar g6z 06nlinde
bulundurulmaldir [89]. Daha ilging yaklasimlar yliksek stabiliteli bes-koordinatli kare
piramidal teknesyum kompleksleri formundaki diaminoditiyoller (N2S2), N3S veya
tetramin (N4) dondr gruplarini iceren oksoteknesyum tetradentat selatlarinin
kullanimini kapsamaktadir. Bu multidentat ligandlar ya peptidle dogrudan konjlige
olabilir ya da peptid modifiye olabilir veya metal selatlayici ligandin peptidin amino
asitleriyle kismen birlesmesi yoluyla genisleyebilir. MAG3, silfur iceren merkaptoasetil
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kismi ile Gly-Gly-Gly tripeptidinin birlesmesiyle olusur. MAG3’ deki karboksil grubu aktif
estere donusebilir ve sonradan radyoisaretlemeden dnce ya da sonra peptidteki amin
gruplarina baglanabilir. Literatlirde metallotiyoninler, bistiyosemikarbazonlar, HYNIC
ve fosfin iceren ligandlar gibi diger bircok selatlayici ajanlar tanimlanmistir. Ligand
sisteminin tipi biyodagilim ve kinetigi igin sonraki sonuglari ile isaretlenmis peptidin
yukinli ve lipofilisitesini etkiler. Genel olarak daha hidrofilik ligand sistemler
cogunlukla bobrekten atilim gosterir. Lipofilisitenin artmasi hepatobiliyer atilimin
tercih edilmesine yol agar. Sulfiir donér atomlu ligand sistemleri tiyol fonksiyonunun

hizli oksidasyonunu elimine etmek i¢in siklkla S-koruyucu grubu icerir [91].

Bombesin ve bombesin benzeri peptidler mitojenik etkilere sahiptirler ve hiicre
¢ogalmasini tetiklerler. Akciger, prostat, meme, pankreas ve kolon gibi organlarda
bombesin reseptorlerinin bulundugu cok cesitli timor dokulari tespit edilmistir. Bu
ylzden ntkleer tipta radyoisaretli bombesin analoglari 6nem kazanmistir. Peptidler
plazma icinde kisa yari 6mre sahip olduklarindan metabolik olarak daha kararli
analoglari gelistirilmelidir. Breeman ve arkadaslari 111In ile isaretleyebilmek icin ¢esitli
BN analoglari ile DTPA’y1 birlestirmislerdir ve yalnizca (111In-DTPA-Prol, Tyr4]-BN)
bilesiginin bombesin reseptdr baglayici hiicrelerinin igine alindigini ancak (111In-DTPA-
Tyr5, D-Phe6]-BN(5-13)NHEt bilesiginin alinmadigini bulmuslardir. [111In-DTPA-Prol,
Tyrd]-BN bilesigi timor spesifik radyofarmasoétik olarak klinik uygulamalara uygun
olmasina ragmen fizyolojik agidan (111In-DTPA-Tyr5, D-Phe6]-BN(5-13)NHEt inhibe
edici etkisinden dolayr tercih edilebilir. *°Tc™, BN ve BN benzeri peptidlerin
isaretlenmesinde de basariyla kullaniimistir [92]. Baidoo ve arkadaslari [Lys3]-BN’i
PTc™ ile isaretlemek icin diaminoditiol selatlayicilar kullanmislar ve isaretli analog
ylksek baglanma ilgisi gostermistir [93]. Karra ve arkadaslari yeni bir ditiyofosfin bazli
BFCA gelistirmisler ve bunu AVA (5-aminovaleriyonik asit) ile BN (7-14)e
baglamislardir. AVA, peptidin reseptor baglayici C-terminali ile selatlayici kismin girisim
yapmasini dnlemek icin BFCA ile peptid arasina yerlestirilir. in vitro calismalar sonucu
Uriin bilesigin yiksek baglanma ilgisi gosterdigi bulunmus farmakokinetik calismalar
sonucu Urindn hedefe spesifik oldugu ve kandan hizli atildig1 belirlenmistir [94]. La
Bella ve arkadaslari bombesin analogu [PADA-Ava]- bombesin(7-14)'Gin [*Tc™

(OH)3(CO)s]* ile isaretlendiginde teshis radyofarmasotigi olarak kullanilma potansiyeli
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oldugunu rapor etmislerdir. Sentez sonrasi isaretleme biyolojik aktivite kaybi ile
sonuglandigindan sentez 6ncesi isaretleme yaklasimi segilmistir. Baglanma calismalari
sonucu [Re(l)-PADA-AVA]-bombesin(7-14)’'Gn hizh bir sekilde hiicre igine alindigi tespit
edilmistir. PC-3 (prostat kanser hiicresi) timorli fareler Uzerinde gergeklestirilen
biyodagilim calismalari sonucu radyoaktivitenin kandan hizli bir sekilde atildigi

gozlenmistir [71], [95].

2.5.6 Radyofarmasoétiklerin Kalite Kontrolii

Radyofarmasoétiklerin insanlara uygulamak amaciyla (retilen maddeler olmasi
nedeniyle kalite kontrollerinin titizlikle yapilmasi gerekir. Kalite kontroli, birkag spesifik
test ve radyofarmasétigin verimi, biyolojik glivenligi, Grlin kimligi, etkisi ve safsizhig ile
ilgili testleri icerir. TUm kalite kontrol testleri, radyoaktif olmayan farmasétiklerde de
uygulanmaktadir, ilaveten radyoizotop ve radyokimyasal saflik icin testler yapilmalidir.
Cogunlukla bu kontrol testleri, Griiniin mimkin oldugu kadar baslangicindan bitisine
kadar olan Uretim basamaklarinda gerceklestiriimelidir. Radyofarmasotiklerin kalite

kontrollerinde asagidaki basamaklar izlenmektedir.

2.5.6.1 Radyofarmasoétiklerin Kalite Kontroliinde Uygulanacak Basamaklar
eRadyoaktiflik Olgiimii

Radyofarmasotiklerin glivenli ve etkili kullanimi radyoizotop ve kimyasal bilesimlerinin
ylksek saflikta olmasini gerektirir. Her niikleer tip prosedirii kismen kimyasal yapida
bir radyoiziotopun uygulanmasini gerektirir. istenilen radyoizotopun farkl kimyasal
yapilari veya diger radyoizotoplarin mevcudu diyagnostik prosedirlerden istenilmeyen
bilgi 6gretilmesi safsizliklarin mevcudiyetini gosterir. Radyofarmasoétik hazirlandiktan
sonra aktivitesinin ol¢lilmesi gerekir ve radyofarmasotigin ismi, uygulama yolu,
aktivitesi, kullanim siresi kap Uzerine vyazilir. Ticari radyofarmasotiklerin aktivite
Olclimi radyoizotop kalibratorleri ile yapilir ve bu aletlerin kalibrasyonlarinin Ra-226
(Radyum-226), Cs-137 (Sezyum-137) ve Co-57 (Kobalt-57) gibi uzun yari-6mirli

standart kaynaklar kullanilarak siklikla kontrol edilmesi gerekir.

eRadyoniiklid Safsizlik
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istenilen yapidaki radyoniiklidin aktivitesinin, kaynaktaki toplam radyoaktiviteye orani
olarak tanimlanmaktadir. Radyofarmasétiklerde radyoniklid safsizliklar genelde
radyokimyasal islemler sirasinda reaksiyona girmemis radyoniklidin ayrilmasindan
veya radyoniklid Gretim metodundan dogar. Radyoniiklid safsizliklar diagnostik bilgiye
etki etmeksizin radyasyon dozunu arttirdigindan dolayr dnemlidir. En nemlisi istenilen
radyoniklidin yari-omri daha uzun olan safsizliklar icermemesidir. Clnki safsizlik
ylizdesi zamanla artacaktir. Ornegin; yaridémri 6 saat olan °*Tc™in yaninda yaridémrii 67
saat olan °Mo safsizlig gibi. Radyoniklidlerin safsizliginin dlcim érneklerden salinan
v- 1sinlarinin spektrumunu ¢ok kanalli analizor ile Nal(Tl) kristalli sintilasyon dedektori

veya Ge dedektori kullanilarak yapilhr.
eRadyokimyasal Saflik

Radyofarmasotiklerin radyokimyasal safligl, radyofarmasotigin uygulanmasindan sonra
biyolojik davranislari saptayabilmek ve bununla beraber arastirmanin basarisi ve

hastaya verilen doz agisindan oldukca 6nemlidir [96], [97].
eKimyasal Saflik

Kimyasal saflik, isaretlenen bilesigin baslangictaki safligina baglh oldugu kadar,
isaretleme esnasindaki sartlar nedeniyle (pH, 1si, 1sik ve indirgen maddeler gibi) ortaya
¢tkan yeni bir takim yabanci maddelere baghdir. Bu yabanci maddeler de isaretlenip
radyokimyasal safligi bozabilirler. Kimyasal saflik tayinlerinde spektrofotometrik,

kromatografik, titrimetrik yontemler kullanilabilir [97].
oSterilite

Hazirlanan radyofarmasotiklerin steril olmasi gerekmektedir. Sterilite, standart kiltir
ortaminda lireyen bakteri, mantar gibi canli organizmalarin bulunmamasi demektir.
Sterilizasyon ise bu organizmalarin yok edilmesidir. Radyofarmasoétikler hastaya
verilmeden Once ya otoklavda ya da membran filtrasyonu yapilarak steril edilir.
Otoklavla sterilizasyonda radyofarmasotik 121 °C'de, 18 psi (pounds per square inch)
basing altinda 15-20 dakika tutulur. Bu tir sterilizasyon 1siya dayanikli
radyofarmasotikler icin kullanilir. Isiyla bozulan radyofarmasétikler ézellikle °Tc™

radyofarmasoétikleri selliloz esterlerden yapilmis belirli gozenek boyutunda membran
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filtrelerden stzilerek steril edilirler. Cok kiiglik organizmalarin giderilmesi igin 0.22 um

gozenek boyutlu filtreler yeterli olur [97].
ePirojenite

Pirojenler, mikroorganizmalarin metabolizmasiyla ortaya ¢ikan ya polisakkaridler ya da
proteinlerdir. 0.05-1 um buyukliginde, suda ¢ozlinen ve suya dayanikli molekillerdir.
Bakterilerin Urettikleri pirojenlere endotoksin denir. Pirojenler insana ve hayvana
enjekte edildikleri zaman viicut sicakhginda artisa neden olurlar. Radyofarmasotik
hazirlamada kullanilan kimyasal maddeler de pirojen madde igerebilirler. Pirojenik
kontaminasyondan kacinmak icin cok saf kimyasallar ve steril maddeler kullanmak
gerekir. Pirojenite kontrol testleri tavsanlar veya veya LAL (Limulus Amebocyte Lysate)
testi ile yapilir. At nali yengecinin kanindan elde edilen LAL c¢Ozeltisi pirojen ve
endotoksinlerle kati bir jel olusturur. Hastaya verilmeden dnce her radyofarmasoétige
pirojenite testi uygulanamayabilir. Cogu radyofarmasotikler hazirlandiktan sonra ilk

yarim saat icinde hastaya verilirler [63].

2.5.6.2 Radyofarmasotiklerde Kullanilan Kalite Kontrol Yontemleri
eKromatografi

Kromatografi, bir durgun ve bir hareketli faz arasinda molekiillerin diferansiyel
etkilesimlerine dayali bir “ayirma teknikleri ailesi” dir. Duragan faz sivi veya kati olabilir
digeri ise sivi veya gaz olabilir. Ayrilacak maddeler, durgun ve hareketli fazlar arasinda
belirlenen bir yoénde hareket ederek dagilirlar. Farkli maddeler farkh derecelerde
dagilirlar ve bundan dolay! biri digerinden ayrilir. Kromatografi diger yontemlerle
ayrilmasi zor hatta imkansiz olan birbirine ¢ok benzer bilesiklerin ayrilmasina da olanak

saglar [63].
eince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Radyofarmasoétiklerin  radyokimyasal safliginin saptanmasi icin ¢cok genis capta
kullanilan bir yontemdir. TLC plakalari, destek maddesi (aliminyum, plastik, cam gibi)
Uzerine bir adsorbanin kaplanmasiyla olusmustur. Adsorban maddeleri ise ¢ogunlukla
seliiloz, silikajel ve aliminyum oksit gibi maddelerdir. ince tabaka seridi orijinine
mikrolitre miktarindaki 6rnek uygulanmis olan ince tabaka seridi, icinde uygun bir
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¢Ozgen bulunan tank igerisine batirilir. Bu tankin ¢dézgenle doyurulmus bir atmosfere
sahip olmasi gerekir. Cozgen hareketli, adsorban ise durgun faz olarak adlandirilir.
Cozgen cozlnebilen radyofarmasotiklerin adsorban boyunca tasinimini saglarken
durgun fazin elektrostatik ¢ekim kuvvetleri gesitli radyokimyasal 6zelliklerin tasinimini
geciktirir. Bu etki radyokimyasal 6zelliklerin hareketli fazla farkl ¢6ziinebilirlige sahip
olmasindan dolayi farkli hizlarda tasinimina sebep olur. Boylece adsorban boyunca
radyofarmasotik ve radyokimyasal safsizliklar ayrilmis olur. Bu radyokimyasallarin farkli
Ozelliklere sahip olmalari nedeniyle durgun ve hareketli fazlar arasindaki iliskiye gore
farkh dagihm gosterirler. Cogunlukla kullanilan ¢ozgenler; hekzan, kloroform, dietil
eter, etil asetat, n-bitanol, aseton, izopropil alkol gibi organik maddelerdir. Bu
¢Ozgenler bir veya birka¢ ¢ozgenin bilesiminden olusan sistemler de olabilir. Tank
icinde bulunan TLC seritinde ¢6zgen istenilen mesafeye tasindiktan sonra, serit tanktan
cikarihr. Oda sicakliginda kurutulur ve serit orjinden itibaren 5 mm parcalar halinde
kesilir. Her bir parca sintilasyon detektoriinde sayilir veya TLC-tarama cihazinda
taratilarak kromatogrami alinir. Her bir radyokimyasal bilesenin tasinim mesafesi Rf
(relative front) degeriyle ifade edilir (esitlik 2.3). Bu mesafeler orjinden c¢ozgenin
tasindigi nokta ve radyokimyasal bilesenlerin konsantre oldugu mesafe orjinden

Olcllerek tespit edilir.

Radvokimyasal bilesenin ilerledigi uzaklik

R
f Cozgenin ilerledigi uzaklik (2.3)

Tespit edilen Rf degerleri radyofarmasotigin radyokimyasal safliginin hesaplanmasinda

Onem tasirlar [97].
oElektroforez

YuklG molekillerin net yliklerine gore elektrik alanda arti ve eksi kutuplara dogru farkl
hizlarda hareketleri temel alinarak isvegli A. Tiselius tarafindan tasarlanan elektroforez
cihazi, ozellikle yikli biyolojik polimerlerin karakterizasyonu, saflastirilmasi ve
analizinde kullanilan bir tekniktir. Yiklu bir molekiltn iki elektrod arasinda bir elekrik
alanina konuldugunda (+), ya da (-) yukld olmasina gore katod ya da anoda goger. Bu

elektrik alaninda gécme isine “elektroforez” denir. Burada; elektro, elektrik; phoresis
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de gocme anlamina gelir. Bu nedenle, elektroforez; elektrik etkisi ile gd¢gme anlamina

gelir [63]. Sematik olarak elektroforez sistemi soyle gosterilebilir:

- 4
3
=l L
GUC
KAYNAGI

Sekil 2. 17 Elektroforez sisteminin sematik gésterimi [63]
Elektroforez sistemi
1- Tampon ¢ozelti
2- Destek ortami
3- Buharlasmayi o6nleyici kapak

Elektroforez makromolekdillerin, 6zellikle amino asidlerin,peptidlerin, proteinlerin,
nikleotidlerin ve nukleik asidlerin birbirlerinden ayrilmalari ve saflik analizi igin
kullanilan bir tekniktir. Karisimdaki her molekiliin kendine 6zgi bir yik ve boyutu
olmasi beklenir ki bunun sonucu da elektrik alandaki gécli de kendine 6zglidiir. Bu
beklenti butiin elektroforetik yontemlerde analiz ve ayirimin temelini olusturur. Farkli
iki molekilde yik ayni olsa bile boyut ayni degildir. Boyut ayni olsa o zaman da yik
ayni olmaz. Yuki ayni olan iki molekilden boyutu kiiglk olan elektrik alanda daha hizl
hareket eder. Ayni sekilde yiiki fazla olan molekil de yiikii az olandan daha hizli
hareket eder. Gelistirilmis olan butlin elektroforez tipleri (kagit ve seliloz asetat
elektroforezi, jel elektroforezi, immiinoelektroforez, izoelektrik fokuslama, 2D-PAGE ve
kapiler elektroforez) yukarida verilen prensibe dayanir. Kullanilan yontemlerdeki ana

fark kullanilan destek maddesinin tiraddr.
eKagit Elektroforezi

Kagit elektroforezi kullanim kolayligi ve ucuz olmasi nedeniyle tercih edilen bir
yontemdir. Sellloz kagit seritlerinin (genelde Whatman No. 1 kromatografi kagidi)
destek maddesi olarak kullanildigi elektroforez tiridir. Kagit elekroforezi tekniginde

destek maddesi olan seliiloz kagit serit iki ucundan tampon c¢ozeltisi ve iki elektrod ile
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temas eder. Gli¢ kaynagi bu iki elektrod arasinda voltaji saglar ve gerekli elektrik alanini
veya voltaj gradientini kagit seridinin tzerindeki likit serit Gzerinde olusturur. Ornek
tatbikinden 6nce kagit serit tampon ¢ozeltisine batirilarak tamponla doyururlur, filtre
kagidi ile serit Gzerindeki tampon fazlalig uzaklastiriir ve fazla beklemeden 6rnek
seridin ortasina nokta seklinde veya diiz bir hat seklinde iz birakacak sekilde tatbik
edildikten sonra voltaj agilarak elektrik alanda, dnceden belirlenmis siire gége birakilir.
Bu sire sonunda voltaj kapatilir ve 6rnek gortinir degilse boya ile gortndrlestirilerek
goc¢ yon ve goc mesafesi kaydedilir [63]. Bircok maddenin ayrilmasinda kullanilan kagit
elektroforezi yontemi radyokimyasal safligin saptanmasinda da ¢ok kullanilan bir
yontemdir. Elektroforez islemi sonunda elektroforez kagidi kurutulur, belirli parca
boyutlarinda kesilen her bir parganin aktivitesi uygun sayim sisteminde sayilir. Parga
sayisi ve sayim degerleri arasinda cizilen grafikten net bir sekilde ayrilmasi saglanmis
olan kompleksin isaretlenme veriminin saptanmasinda buyik kolaylik saglar. Ayrica
nikleer tip uygulamalarinda biyik ©6nem tasiyan kompleks yapidaki

radyofarmasotiklerin ylki hakkinda bilgi edinilmesi mimkiindir [97].

eLipofilisite
Lipofilisite, bilesigin lipid faza ilgisidir ve bilesigin in vivo lipid biyolojik membranlari
gecme kabiliyetini gosterir. Biri su digeri organik olmak lzere (birbiri icinde ¢6ziinmez)
iki sivi arasinda test edilen bilesigin dagilma katsayisi olarak olglllr. Standart organik

faz olarak n-oktanol tercih edilir. noktanol/Nsu orani P dagilim katsayisi olarak verilir ve

kantitatif yapi-dagilim iliskilerinde bu deger “log P” olarak ifade edilir (esitlik 2.4):
|ng=noktanol/nsu (2-4)

PTcM-radyofarmasotikleri icin oktanol/su sistemi bazi sinirlamalara sahiptir. Gercek P
degerleri saf bilesiklerin kullanimlarina baghdir. Oysa °°Tc™ kimyasinda safligin aktif
olarak gerekliligi son derece nadirdir. Siklikla kompleks karisimlari, tekli ligand ve
hidroliz olmus indirgenmis *°Tc™ ve indirgenmemis *°Tc™ miktari her zaman ortamda
mevcuttur. Hidrofilik safsizigin kiicik miktari kompleksin lipofilisite degerinde
gozlenen dagilma oranini 6nemli derecede dislrebilir [97]. n-Oktanol, basit bir
fosfolipid membran modeli olarak secilen bir organiktir, fakat ilacin kan-beyin bariyeri

veya deri icine girisini tahmin etmekte ciddi kusurlar gostermektedir. Lipofilisite, ilag
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bilesiginin biyolojik sistemde dagilimini tahmin etmekte kullanilan ¢ok yararh bir
parametredir [63]. Peptidlerin, proteinlerin ve enzimlerin biyolojik aktivitesini, ilag
dagilim bilgisini ve dozaj formilasyonunun saptanmasi icin hidrofobite ve lipofilisite
onemlidir. Peptidin biyolojik transport 6zelliklerini anlamada Noktanol/Nsu GOgU zaman iyi

bir yol gostericidir. Peptidlerin cogu hidrofilik 6zellige sahiptir [63].
oYiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiksek 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 ¢6zgende
¢ozundrlestirilirler ve daha sonra yilksek basing altinda kromatografi kolonundan
gecmeye zorlanirlar. Kromatografik bir kolonun ayirma gici; kolon boyu ve uzunluk
basina teorik plaka sayisi ile artmaktadir. Ancak kolon uzunlugunun artmasi pik
yayllmasina sebep olmaktadir. Teorik plaka sayisi ise sabit fazin kigik partikil
boyutuna sahip olmasi ayirma glcinl iyilestirmektedir. Ancak partikil boyutu
kiguldikege, hareketli fazin akisina direng biydr. Bu ise kolonda geri basing olusturur ve
stasyoner fazin matriks yapisina zarar verir. Boylece ellient akisi ve ayirma gicl azalir.
Son yillarda kolon kromatografi teknolojisindeki gelisme ile yiksek basinglara dayanikh
kolon dolgu maddeleri ile yliksek basing altinda calisabilen sistemler gelistirilmistir [98],

[99].

Baslangigta basing, modern sivi kromatografisinin temel kriteri olarak distinilmekteydi
ve bu nedenle “Yiiksek Basing Sivi Kromatografisi” olarak adlandiriimaktaydi. Ancak bu
glinimizde gecersiz kabul edilmektedir. Clinki yiksek performans yalniz basincin degil

bir cok faktorin birlesmesiyle ortaya ¢cikmaktadir [98].

Bu faktorler:

- Dar bir dagilim araliginda ¢ok kigik partikillerin kullaniimasi,
- Uniform gozenek boyutu ve dagilimi,

- Yuksek basincta kolon paketleme,

- Dogru, distik hacimli 6rnek enjektorleri,

- Duyarli, diisiik hacimli dedektorler,
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- lyi pompalama sistemi kullanimi,

olarak siralanabilir. Bu nedenlerden dolayi “Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi”
terimi kullaniimaktadir. HPLC'nin diger klasik tekniklere gore kiyaslamasi yapildiginda;
kiicik boyutlu paslanmaz c¢elik kolonlarin kullanilmasi, partikiil boyutlari ¢ok kuguk
(3.5-10 pm) matrikslerin kullanilmasi, ylksek i¢ basing ve kontrolli akis hizi
saglanabilmesi, 6rnek gereksinimlerinin az olmasi, siirekli akis dedektorleri ile kiiglk
miktarlarin tayinine olanak saglamasi, otomasyona misait olmasi, hizli analiz ve ylksek
ayirma glicline sahip olmalari nedeniyle ¢ok yonlii uygulamalara daha acik oldugu
gorilmektedir. Kromatografik ayirma islemi 6rnek molekillerinin hareketli faz ve sabit
faz arasinda paylasimindan ibarettir. Ayirma performansi bilesenin alikonma ve band
genisleme faktorine baghdir. Band genisleme genelde bir kinetik parametredir ve
adsorbanin partikiil blyiklugl, porosite, por (gézenek) boyutu, kolon boyutu, sekli ve
doldurma performansina baghdir. Diger yandan alikonma, bu parametrelerin yani sira
molekiler yizey etkilesimleri ve toplam adsorbent yiizeyine de bagldir. Kromatografik
alikonmayi bulmanin en kolay yolu ilgili bilesigin enjeksiyon noktasi ve dedektoér
cevabinin maksimumlari arasindaki zamanin o6lcimidir. Bu parametre genelde
“alikonma zamani” olarak adlandirilir. Aikonma zamani, Rt elientin akis hizi ile ters
orantilidir. HPLC cihazlar genelde, hareketli faz deposu, pompa, enjektér, kolon,
dedektor ve kaydedici (veya veri sistemi) icerirler. Sistemin kalbi ayirmanin
gerceklestirildigi kolondur. Sabit faz um boyutlu pordz partikiillerden olusur, bu
nedenle hareketli fazin kolondan gecisi icin yliksek basing pompalarina ihtiyac vardir.
Kromatografik islem kolona 6rnegin enjeksiyonu ile baslar. Bilesenlerin ayrilmasi analit
ve hareketli fazin kolona pompalanmasi ile devam eder. Ayrilarak eliie olan her bir
komponentin pikleri kaydedilir. Elie olan bilesenlerin dedeksiyonu 6nemlidir.
Kullanilan dedektore gore secimli veya universal olabilir. Her bir komponent icin alinan
dedektor cevabi bir kaydedici veya bilgisayar ekraninda kromatogram olarak
gorintilenir. Kromatografik verilerin toplanmasi, saklanmasi ve analizi, bilgisayarlar ve

diger data islemcileri kullanilarak yapilir [63].
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2.6 Kullanilan Olgiim Yéntemleri

2.6.1 UV-VIS Spektroskopisi

Tek renkli ve lp siddetindeki 1sik demeti kalinligi 1 cm olan bir tiipte bulunan ¢ézeltideki
molekdller tarafindan absorplandiginda siddeti azalir ve tlipi | siddetinde terk eder. Bu

azalma Lambert-Beer esitligi ile ifade edilir (esitlik 2.5) [100].
loglo/I=¢€bc=A (2.5)

Burada ¢ mol/lt cinsinden derisimi, € It/mol.cm cinsinden molar sénimlenme
katsayisini ve b de cm cinsinden 6rnek kabinin kalinhigini temsil etmektedir. A ise

absorbans ya da optik yogunluk denir (esitlik 2.6 ve esitlik 2.7).

I NI
- ——

Sekil 2. 18 Isigin c konsantrasyonunda, b cm kalinhigindaki ortamdan gegerken

absorbsiyon nedeniyle siddetindeki azalma [100]

Gecirgenlik;
T=1/lo (2.6)
Absorbans;
A =log lo/I (2.7)

Absorbans ile derisim arasindaki bu iliskiden analitik olarak yararlanilir. Ancak bu
calismamizda peptidlerin ve proteinlerin belli dalga boyunda (280 nm) absorbans piki
verdikleri gercegine dayanarak UV-VIS molekiiler absorbsiyon spektroskopisi yontemini

tanima amach olarak kullanildi [100].

2.6.2 Zeta Potansiyeli ve Boyut Ol¢iimii

En az bir boyutu 1nm - 1um arasinda olan peptid, protein gibi kati bir maddenin sivi bir

¢Ozlicl icinde c¢obzliinmesiyle olusan kolloidal sisteme kolloidal slispansiyon denir.
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Kolloidal sistemlerin dogalarini gosteren en 6nemli 6zelliklerden ikisi, partikiil boyutu
ve ylzey oOzellikleridir. Peptid, protein, polimer ¢ozeltilerinin ya da bunlarin
karisimlarinin ortalama boyut analizlerinde Zetasizer Nano ZS cihazinda; 633 nm dalga
boyunda 4,0 mV He-Ne lazer kullanilarak 25 °C’de foton kolerasyon spektroskopisi
yontemi uygulanarak 6lciim yapilmaktadir. Vizkozitenin 0,8872 cP ve kirilma indisinin
1.33 olarak alindig 6lgimlerde tim c¢ozeltiler 0,22 um’lik membranlardan filtre
edilerek analiz yapilir. Bir korelator tarafindan kaydedilen zaman o6lgiimlerinden G2(t)
sacllma siddetine ait otokorelasyon fonksiyonu bulunur, bu fonkisyona en iyi uyan 3.
dereceden polinom saptanir, polinomun katsayilarindan translasyonel diflizyon
katsayisi D ve polidispersite sabiti hesaplanir. Boyut degeri, Stokes-Einstein

denkleminden bulunur (Cizelge 2.11) [54].

Cizelge 2. 11 Stokes-Einstein denklemi

du = 3;;D
dy = hidrodinamik ¢ap (m)
kT = ortalama kinetik eneriji (J)
k = Boltzmann sabiti = 1,381 x 1033 J/K
T = mutlak sicaklik (K)
H = dispersantin viskozitesi (Paes)
D = difuzyon katsayisi (kimulant analizinden bulunur) (J/Paesem)

Peptid, protein, polimer ¢ozeltilerinin ya da bunlarin karisimlarinin Zeta Potansiyeli
analizlerinde ise Zetasizer Nano ZS cihazinda bir kapiler hiicre icerisinde Lazer Doppler
Elektroforez (LDE) teknigi uygulanarak 6lciim yapilmaktadir. Vizkozitenin 0,8872 cP,
dielektrik sabitinin 79; f(ka)’nin 1.50 (Smoluchowski) olarak alindigi 25°C'de ki
Olgclimlerde tim c¢ozeltiler 0,22 um’lik membranlardan filtre edilerek analiz yapilir.
Ornegin zeta potansiyel dlclimii icin pH 7'de negatif yikli olan BSA molekiiliinii ele
alalim. BSA partikilleri ortamda bulununan iyonlarla girdigi elektrostatik etkilesim
sonucu pozitif iyonlari ¢cekerken negatif iyonlari da iterek partikil ylzeyinin hemen

disinda, pozitif iyonlarin ylizeye siki bagh oldugu ve Stern katmani denilen bir tabaka
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olusturmaktadir. Stern katmanindan sonra iyonlarin hareket edebildigi bir difiiz bélgesi
mevcuttur. Difliz bélgesinde; hayali olarak var oldugu dislinilen bir Kayma dizlemi
vardir ve bu dizlemin icinde kalan pozitif iyonlar, partikille birlikte hareket etmeye
zorlanirken, disinda kalanlar ise bagimsiz olarak hareket edebilmektedirler. Molekilin
Stern katmanindaki elektrik potansiyeline Stern potansiyeli, kayma diizlemindeki
elektrik potansiyeline ise Zeta Potansiyeli denmektedir ve Zeta Potansiyeli Henry
denkleminden hesaplanmaktadir (esitlik 2.8) [20].

Ue = [2ezf(ka)]/3n (2.8)
Ue = Elektroforetik hareketlilik

€ = Ortamin dielektrik sabiti

n= Ortamin viskozitesi

f(ka) = Henry Fonksiyonu

Elektrik cift tabalcas:
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Sekil 2. 19 Negatif yiikli partikilin zeta potansiyeli [101]

2.6.3 LC-MS

LC-MS temel olarak HPLC ile MS’in birlikte kullanildigi bir sistemdir. LC-MS 1970’lerde
kullanilmaya baslaniimistir ve glinlimizde biyolojik maddelerin analizinde en ¢ok
basvurulan laboratuvar cihazlarindan biridir. Bunun altinda yatan sebep dislk

konsantrasyonlarda analize imkan vermesi, yapisal analizi olanakli kilmasi, otomatik
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olarak kullanilabilmesidir. LC-MS ile fizyolojik sivilarin, ilag etkilesimlerinin incelenmesi,
proteinlerin ve peptidlerin yap!r analizleri yapilabilmektedir. HPLC, kditle
spektrometresine baglandiginda, kolondan bir¢ok bilesen gikarken her birinin kitle
spektrumu ayni anda alinabilir. Bazi durumlarda, eger olcimler yeterli dogrulukla
yapilirsa, protein veya peptidin hangi protein veya peptid oldugu saptanabilir. Kitle
spektrometresinde aslinda molekilin kitlesi degil, kuatle/yik (m/z) orani tayin
edilmektedir. Kitle spektrumu ise iyon miktariyla m/z arasinda cizilen bir grafiktir.
Molekilin yike sahip olmasi igin iyonlastirilmasi gerekmektedir ve bu islem gaz
fazinda gerceklestirilir. LC-MS cihazi 4 temel kisimdan olusmaktadir. Bu kisimlar

sirasiyla HPLC, iyonlastirici, kiitle analizori ve dedektordir [54], [98].

2.6.3.1 HPLC

Kromatografi, bir karisimdaki iki ya da daha fazla bilesenin, hareketli (tasiyici) bir faz
yardimiyla, sabit (durgun) bir faz arasindan degisik hizlarda hareket etmeleri esasina
dayanir. Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine ¢ok yakin
bilesenlerden olusan karisimlari, timuiyle, kolayca ve kisa slirede ayirmak olanaklidir.
Kromatografide durgun faz, bir kati veya kati ylzeyine kaplanmis bir sivi fazdir. Durgun
fazin tGzerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi fazdir. Hareketli fazin sivi oldugu
kromatografi tlirine Sivi Kromatografi (SK); hareketli fazin gaz oldugu kromatografi
tlrine ise Gaz kromatografi denir. Gaz kromatografi (GK), gaz, ugucu sivi ve kati
karisimlar icin uygulanan bir tekniktir. Sivi kromatografi ise 6zellikle 1sil kararsiz ve

ucucu olmayan ornekler icin uygulanir [98].

Sivi kromatografisinde bir sivida ¢6ziinmis ayrilacak bilesenler, bir kolon igerisinde
bulunan genellikle kati bir destek Gzerindeki sabit faz ile farkl etkilesmelere girerek,
kolon icinde degisik hizlarda ilerler. Kolonu degisik zamanlarda terk ederler ve boylece
birbirlerinden ayrilirlar. Burada tasiyici faz olan sivi, pompalarla kolona basildigindan
yliksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa slirede ve tam olarak
gerceklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon cikisina baglanan uygun bir dedektérle tespit
edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir. Yiksek hizda gerceklestirilen ayirmalarin
yapildigi sivi kromatografi sistemlerine, yiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)

denir.
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Sekil 2. 20 HPLC'nin sematik gosterimi [98]

2.6.3.2 iyonlastirma

MS cihazinda 6lglimin gergeklestirilebilmesi igin dncelikle numunenin iyonlastirilmasi
gerekmektedir. Bu islem, uygulamaya ve sahip olunan MS cihazina uygun iyonlastirma
yontemi ile gerceklestiriimektedir. MS’teki en 6nemli basamak analitlerin gaz fazindaki
iyonlara donustlrildigu iyonlastirma islemidir. Cogu iyonlastirma islemi genelde iki
basamakhidir: Once 6rnek gaz hale getirilir ve sonra iyonlastirilir. Cogu biyolojik 6rnek
yuksek molekil agirligina sahip oldugu icin gaz hale donustiiriilmeleri olduk¢a zordur.
Son vyillarda yapilan calismalarda bilyik ve ugucu olmayan molekillerin ¢ogu gaz
fazindaki iyonlara cevirecek yeni iyonlastirma teknikleri gelistirilmistir. Bu tekniklerden
en onemlileri elektrosprey iyonlastirma (ESI) ve matriks destekli lazer dezorpsiyon
iyonlastirma (MALDI) yontemleridir. Bu yontemler atmosferik basing kimyasal
iyonlastirma (APCl) ve atmosferik basing foto-iyonlastirma (APPI) tekniklerinin

gelismesini saglamistir. Genellikle ESI, APPI ve APCl’ye gore daha duyarlidir [54].

Molekdl Kitlesi

Apolar Orta polar Cok polar

Sekil 2. 21 iyonlastirma teknikleri [54]
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2.6.3.3 Kiitle Analizori

Farkh tipteki kitle analizorleri farkli yontemler kullanarak iyonlari 6lgmektedir. Kitle
analizorlerinin gorevi, iyonlastirma kaynaginda olusan iyonlari kitle/yuk (m/z)

oranlarina gore ayirmaktir. En ¢ok kullanilanlari:
e Kuadrupol analizérler
e Ucus zamanl (TOF) analizérler
e Manyetik sektorll analizorler
e iyon tuzagi analizérleridir.

Cogu analitik 6lciimde, bahsedilmesi gereken iki 6nemli nokta bulunmaktadir: dogruluk
ve kesinlik. MS cihazinda 6l¢iimin kesinligi rezoliisyona (iki pikin birbirinden ayrilmasi)
baghdir. Ginimiizde kullanimda olan bes temel kiitle analizorii bulunmaktadir. Bunlar
iki grupta toplanabilir: yollu analizorler ve tuzakh analizorler. Yollu analizérlerde iyonlar
iyon kaynagini bir 1sin demetiyle terk ederler ve analizorde ilerleyerek dedektore
ulasirlar. Tuzakli analizérlerde ise, iyonlar analizérde tutulur. lyonlar ya analizériin

icinde olusurlar ya da bir iyonlastirma kaynagindan gelirler [54].
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BOLUM 3

DENEYSEL KISIM

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Tez galismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3. 1 Kullanilan cihazlar

CiHAZ/EKIPMAN KULLANIM AMACI

Mikrodalga Destekli Kati Faz Peptid
Sentez Sistemi (CEM / Liberty)
Isitmali Vakum Kabi (Blichi Glass Oven | Peptidlerin Isi Uygulamadan Vakumda
B—585) Kurutulmasi

Peptid Sentezi Sonrasi Kirma
(Cleavage) isleminde

Doner Buharlastirici (Heidolph Peptid Sentezinde Kirma isleminden
Laborota4010) Sonra TFA Kokteylinin Uzaklastirilmasi
Sentezlenen Peptidlerin
Karekterizasyonunun Yapilmasi

LC-MS Cihazinin Tasiyici Gaz Olarak
Kullandigi Saf Azot Gazinin Uretilmesi

Peptid Dizilerinin Sentezi

Calkalayici (Heidolph Unimax 1010)

LC-MS Analiz Sistemi (Shimadzu)

Azot Jeneratori (PEAK Scientific)

P if HPLC Analiz Sistemi
reparati C Analiz Sistemi Peptidlerin Saflastiriimasi

(Shimadzu)

F!oresa'ns Spektrofotometre Analiz Peptid-Selator Konjugatlarinin Analizi
Sistemi

HPLC Analiz Sistemi (Shimadzu / SPD- | Peptid-Selatér Konjugatlarinin Yapi
10AV VP UV-VIS Detector) Analizleri

Peptid-Selator Konjugatlarinin Yapi
Zetasizer Nano ZS (Malvern / Zen3600) | Analizleri (Boyut Ve Zeta Potansiyel

Olgtimleri)
RadioHPLC Agillent/Activity Det. isaretlenen Konjugatin Analizi
UV-VIS Spektrofotometre Konjugat ve Komplekslerin Analizleri
Liyofilizator Orneklerin Dondurularak Kurutulmasi
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Cizelge 3. 1 Kullanilan cihazlar (devami)

68Ge/%8Ga Jeneratori IDB Holland

Galyum-68 Radyoniiklidinin Sagimi

Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi

Gahsmalarda Kullanilacak Ultra Saf
Suyun Temini

Vakum Etlvi

Vakum Altinda Kurutma

GE Healthcare/Discovery 710 PET/CT
Cihazi

Deney Hayvani Gorlintileme
Calismalan

Siemens Gama Kamera/SPECT

Deney Hayvani Goriintileme ve Organ
Dogrulama Calismalari

AtomLab 100 Plus Biodex Dose
Calibrator

Radyoaktif Doz Olgiimlerinde

3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.2’de verilmistir.

Gizelge 3. 2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasalin Adi Alindigi Firma Katalog Nosu
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil .
karbodii(mid hidroklorid TEDFC))) Sigma E-7750
EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) Sigma E-9884
Sodyum dihidrojen fosfat, (NaH2POa4) Riedel-de Haén 04361
Sodyum hidrojen fosfat,
(NazyHPO4.7HzJO) Fluka 71647
Sodyum klordr, (NaCl) Fluka 71376
Sodyum hidroksit, (NaOH) Fluka 06203
Hidroklorik asit, (HCI) Riedel-de Haén 07102
Sodyum azid, (NaN3) Applichem A1430
Asetonitril CHROMASOLV Sigma 34851
2-propanol LC-MS CHROMASOLV Riedel-de Haen 34965
Piperidin Merck 8.22299.2500
N-Hidroksibenzotriazol (HOBt) Fluka 54804
N,N-Diisopropilethilamine (DIEA) Sigma-Aldrich D125806
N-Metil-2-pirrolidon (NMP) Sigma M6762
Diklorometan (DCM) Riedel-de Haen 24233
Dimetilformamid (DMF) Fluka 40255
Thioanisol Fluka 88470
Trifluoroasetikasit (TFA) Fluka 91700
O-Benzotriazole-N,N,N’,N’-tetrametil-
uronyum-hekzafluoro-fosfat (HBTU) Fluka 12804
1,2-Etan ditiol (EDT) Aldrich 398020
Dietileter Riedel-de Haen 24005
Etil asetat Riedel-de Haen 27227
Tetrahidrofuran (THF) J.T.Baker 9441
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Cizelge 3. 2 Kullanilan Kimyasal Maddeler (devami)

Asetik Anhidrit Merck 1.00042.1000
Fmoc-Cys(Trt)-Rink-Amide MBHA Resin MyBioSource MBS406746
Fmoc-His(Trt)-OH Aldrich 47639
Fmoc-Ala-OH Aldrich 531480
Fmoc-Val-OH Fluka 47638
Fmoc-Cys(Trt)-OH Fluka 47695
n-Octanol Merck 820931

3.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal C6zeltiler

Deneylerde siklikla kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanma prosediirleri verilmistir.

3.3.1 Fosfat (PBS) Tamponu

2,6807 g Na;HPO4.7H,0 (Mw=268,07 g/mol) tartilarak 1 L'lik balon joje icerisindeki
450 mL ultra saf suda ¢oziniir. Ayni zamanda 1,56 g NaH;P04.2H,0 (Mw=156,01
g/mol) tartilarak 450 mL ultra saf suda ¢ozinir. Hazirlanan NaH;PO4 ¢ozeltisi balon
jojedeki NayHPOa c¢ozeltisinin Uzerine eklenir ve tekrar karistirihir. Bu karisima son
olarak 8,766 g NaCl eklenir ve tekrar karistirihr. Karisimin pH’1 olgllir ve 1 M NaOH
veya 1 M HCl ile pH 7’ye ayarlanir. Ultra saf su ile ¢ozeltinin son hacmi 1 L'ye

tamamlanir.

3.3.2 Amonyum Asetat Cozeltisi

7,708 g CH3COONH4 (Mw=77,08 g/mol) tartilarak 100 mL’lik balon joje icerisindeki

ultra saf suda ¢6zulir. Ultra saf su ile ¢dzeltinin son hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

3.3.3 EDTA (etilendiamintetraasetik asit) Cozeltisi

2,9224g CioH16N20s (Mw=292,24 g/mol) tartilarak 100 mL’lik balon joje icerisindeki

ultra saf suda ¢ozulur. Ultra saf su ile ¢dzeltinin son hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

3.4 Peptid Dizisinin Sentezi

Bu tez kapsaminda kanser vaskularizasyonunu, adeziv yapilanmayl ve enfeksiyon
odaklarini hedefleyen N-kadherin antagonisti siklik pentapeptid (ADH-1)c (CHAVC; Cys-

His-Ala-Val-Cys) (siklik adhezyon molekill) sentezlenmistir.
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3.4.1 Lineer ADH-1 Peptid Dizisinin Sentez Dongiisii Prosediirii

Lineer ADH-1 (Ac-Cys-His-Ala-Val-Cys-CONH;), CEM Liberty Mikrodalga Destekli Kati
Faz Peptid Sentez sisteminde Fmoc kimyasi kullanilarak sentezlendi. Rezin
taneciklerinin (200 mg, 0.1 mmol) DMF (25 mL) icinde sisirilmesinin ardindan, 30 mL’lik
standart cam reaksiyon kabina aktarildi. % 20 piperidin igeren DMF iginde iki kademeli
mikrodalga koruma kaldirma ydnteminin ardindan baglama basamag izlendi.
Mikrodalga baglama basamaginda DMF igine Fmoc korumal amino asit (0.2 M) ilave
edildi ve HCTU/HOBt.H,0 (DMF icinde 0.5 M) ve DIEA/NMP (2 M) solusyonlari sirasiyla
aktivator ve aktivator baz olarak kullanildi. Lineer ADH-1 dizisindeki tim amino asitler
icin korumanin kaldirilmasi ve baglanma prosediirleri tekrarlandi. 4 amino asit kalintisi
bagladiktan sonra, peptid dizisinin N-ucunun asetillenmesi icin rezine bagl peptide
asetik anhidrid ¢ozeltisi ile muamele edildi. Prosediiriin bitiminden sonra, kirma islemi
icin hazirlik olarak DMF ve DCM ile sirasiyla ti¢ ve bes kez yikama yapildi. Onceden
hazirlanan TFA/TIS/EDT/H.0 (94:1:2.5:2.5) kirma kokteyl ¢ozeltisi ile peptidin rezin
taneciklerinden ayrilmasi gergeklestirildi ve ayni zamanda amino asit yan zincir koruma
gruplari da kaldirildi. Ham peptid, vakum altinda TFA kokteylinin uzaklastirilmasindan
sonra soguk (-20 °C) eter ile ¢okturildi (Heidolph Laborota 4010) (Sekil 3.1). Beyaz toz
halinde c¢oktirilen peptid siklizasyon islemi icin literatlireuygun olarak -18 °C‘de
muhafaza edildi [26-29]. Sentez ve kirma prosediirii sonunda 51.39 mg ham peptid

elde edildi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3. 3 Peptidin (ADH-1)c sentezi igin kullanilan kimyasallar ve miktarlari

. KuIIamIan. . Kullanilan kimyasalin adi Miktar Miktar
kimyasalin cinsi
F - Trt)-Rink-Amide MBHA
Rezin (Kati faz) moc-Cys(Trt) |n. mide 204 mg 20 mL
Resin
Fmoc-His(Trt)-OH 620 mg 5mL
g
E Fmoc-Ala-OH 310 mg 5mL
[
<E,: Fmoc-Val-OH 340 mg 5mL
Fmoc-Cys(Trt)-OH 700 mg 6 mL
DMF 1200 mL
Cozicu
DCM 85 mL
Aktiflestirici 459 mg +
HOBt.H,O + HCTU 6 mL
(Activator) 2 1241 mg m
Aktiflestirici Baz DIEA + NMP 1.4 mL+2.6 mL
(Activator Base)
Kaplama Asetik Anhidrit 8 mL
(Capping)
Koruma
Grubunun S
Piperidin + DMF 19 mL+74 mL
Kaldiriimasi

(Deprotection)

Kirma Kokteyli
(Cleavage
Cocktail)

75 mL (% 94 TFA, % 2.5 H20, % 1 TIS, % 2.5 EDT)

Sekil 3. 1 Kirma isleminden sonra kokteylin uzaklastirilmasi
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3.4.2 Lineer ADH-1 Peptid Dizisinin Makrosiklizasyon Prosediirii

Siklizasyon prosesi Dubey ve ark. [102] tarafindan tanimlanan prosedire
dayanmaktadir. i-i+5 siklizasyonu lineer ADH-1 peptid zincirinin sentez, kirma ve
karakterizasyon basamaklarindan sonra %5 amonyum asetat kullanilarak
gerceklestirildi. Peptid makrosiklizasyonunda halka kapanmasi metodunun secilmesi
siklizasyonda kilit rol oynar. Halka kapanmasi icin uygun olmayan metodun segimi
reaksiyon hizini yavaslatacagi gibi, distk verime ve C-terminal ucunda rasemlesme
veya dimerizasyon gibi istenmeyen yan reaksiyonlarin olusumuna neden olur. Disilfid
bagl olusumu yoluyla makrosiklizasyon tipik bir yan zincir siklizasyon metodudur (bas
grup-yan zincir ve yan zincir-yan zincir). Bu prosediirde iki sistein arasinda bir disulfid
koprisu olusturuldu. Disllfid baglari sistein residlerinin tiyol gruplarinin oksidasyonu
ile olusturuldu. Lineer ADH-1 peptid Urini, 1 mM olacak sekilde % 5’lik amonyum
asetat cozeltisinde ¢ozlldi ve azot atmosferinde disilfid bagi olusumu igin % 25lik
amonyum hidroksit ile pH 7’ye ayarlandi. Oksidasyon siresince capraz baglanmayi
dnlemek amaciyla seyreltme yapildi. islem tamamlandiktan sonra siklik peptid liyofilize

edildi.

SH SH 0 H,C
| l ’
o CH, o CH, o CH, HsC H o
I : Y Y
N N NH, H
HyC N N N % 5 NH,CH;COO © s~ CH, HN CHj
o CH, o] [o] —— - | I
CH s
? N, atm pH 7

H4C N
CH, HN o
N H
\ N .CHy
NH H,N CH
|
o o

CH,

Sekil 3. 2 (ADH-1)c molekilinin sentezi
3.5 Anti-Kanser Ozellikteki Siklik (ADH-1)c Peptid Molekiiliiniin EDTA (Etilen
Diamin Tetraasetik Asit) Selatorii ile Konjugasyon Prosediirii

N-cadherin antagonistlerinden (ADH-1)c peptidinin EDTA selator ile konjugati EDC [1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid] capraz baglayicisi varliginda suda

¢Ozlinlir karbodiimid prosediiri ile sentezlenmistir.

Peptidin ¢Ozelti icerisindeki konsantrasyonu 1 mg/mL olarak cahsildi.
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Mepta= 292,34; Mpeptia= 573 Da olmak lzere gerekli EDTA miktarinin belirlenmesi igin

gerekli olan hesaplamalar su sekildedir (esitlik 3.1):

npeptid/nEDTA =1

3 mg
I [ 292.24 m
pepeid _ _peprid BOTA 4 _3mbk___ rig - X = 1,53 —2 EDTA ¢bzeltisi
Ngpra  CepraMpepria T 073 3mL (3.1)

Npeptid/Nepta = 1 orani igin ne kadar EDTA gerektigi hesaplandi ve EDTA stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Belirlenen miktarda EDTA ¢ozeltisinin pH’1 5’e dlsurildi ve aktivasyon
amaciyla EDC eklendi. 2 saat karistirildi. Konjugasyon icin sabit konsantrasyondaki
peptid ¢cozeltisi —COOH gruplari aktive edilmis gerekli miktardaki EDTA ¢ozeltisi lizerine
eklendi ve karisim 2 saat boyunca oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 4 °C'ye
alinarak gece boyunca karistirildi ve sonrasinda pH 7.4’e yikseltildi. 2 saat daha
karistirildi ve sentezlenen konjugat floresans spektrofotometre, zetasizer ve LC-ESI-MS

cihazlari ile karakterize edildi.

K\r"
\E 0 HC
/\/‘ \rr \I/u\ /'\fo
N
H
]
s
“cH, HNT g
H
0 H;C

(ADH-1)c
EDC eklemr Peptid eklemr

EDTA Cdozeltisi Aktive edilmis EDTA EDTA- (ADH-1)c Konjugati
cozeltisi
H,C
EDC
N=—7=C
A}

N
CI' NH*-CH;
/

H,C

Sekil 3. 3 Konjugasyon proseddrii
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Sekil 3. 4 EDTA-(ADH-1)c konjugatinin molekil yapisi

3.6 %8Ga-EDTA-ANTI-CAD Ligandinin Radyosentezi

3.6.1 ©3Ge/%8Ga Jenerator Elusyonu Prosediirii

%8Ga (t1/2=67.7 min, B*: %89, E pimaks, 1.9 MeV EC: %11, Eymaks: 4.0 MeV) SnO,-bazli
68Ge/%8Ga jeneratériinden (IDB Holland Ticari iThemba Lab. Jeneratéri, 1110 MBq
(30mCi)) 15-16 mL 0,6 M HCl ile disposible siringa kullanilarak manual olarak elue edildi
ve 9.5 M 1mL HCI igeren bir vialin icine toplandi. Bu asamada higbir metal temasi
olmamasi icin tim malzemeler plastik tercih edildi. Elde edilen %Ga co6zeltisine,
peptidlerle isaretlenmeye imkan verecek seviyeye getirmek i¢in katyonik on saflastirma
yapildi. Sollisyon kuvvetli anyon degistirici recineye yiklendi (100 mg Dowex 1x8), ve
aktivite [GaCls]” kompleksi olarak reginede tutuklandi. Son sollisyon 1.2 mL 5 M NacCl
ve su ile elue edildi. Yaklagik 1.5 mL 14-15 mCi aktiviteye sahip Galyum-68 radyonklidi
elde edildi. Olusan Urin ile radyoisaretleme sonrasi liganda baglanmayan serbest

galyum orani Radyo-HPLC analizi ile degerlendirildi.

3.6.2 %Ga-EDTA-(ADH-1)c Molekiiliiniin  Klinik Oncesi Radyoisaretlenmesi

Prosediirii

58Ge/%8Ga jeneratoriinden elue edilen galyum-68 radyoniklidi ile isaretleme islemini
yapmak icin, pH’1 7.4’e ayarlanmis 50 pg EDTA-(ADH-1)c konjugati isiya dayanikla
reaksiyon vialine aktarildiktan sonra lizerine 1.5 M HEPES tamponu eklendi. Hemen
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ardindan elue edilen 1,5 mL GaCls eklendi ve reaksiyon viali azot ve kuru hava
ortaminda mikrodalga isiticida 90°C’de 10 dk. siireyle reakte edildi. Srenin sonunda

reaksiyon vialine 15 mL PBS tamponu ilave edildi.

Sekil 3. 5 [°8Ga]Ga-AntiCAD1’in molekil yapisi

3.6.2.1 %8Ga-EDTA-(ADH-1)c Molekiiliiniin Radyo-HPLC ile Analizi

Radyoniklidin ajana baglanmasi aktivite dedektorii kullanarak Radio-HPLC (Agillent
1260 Infinity Quaternary LC) ile dogrulandi. 100 mm X 4.6 mm X 3.5 um (uzunluk, ic
cap, gozenek boyutu) boyutundaki Eclipse Plus C18 LC kolonu kullanildi. Eluent A’dan
(asetonitril, % 0.1 formik asit) eluent B’ye (su,% 0.1 formik asit) 0-5. dk %20 A; 5-15. dk
% 20-60 A; 15-25 dk %60-80A; 25-30. dk %80-20A; 30-35. dk %20 A gradyent ellisyon
ile 0.6 mL/dk’lhik akis hizinda galisildi. Ayirma pozitif iyon modunda asidik kosullar
altinda gergeklestirildi. Daha iyi bir rezollisyon icin iyon cifti ajanlari olarak formik asit

ilave edildi.

3.6.2.2 %8Ga-EDTA-(ADH-1)c Molekiiliiniin Radyo-TLC ile Analizi

68Ga-EDTA-(ADH-1)c molekilinin saflik analizi icin TLC yapildi. Bu amagcla Ug¢ farkl
mobil faz soliisyonu hazirlandi. Céziicii A; izopropil alkol:n-butanol:0.2 N amonyum
hidroksit (2:1:1 (v:v:v)), Coziici B; n-butanol:su:asetik asit (4:2:1 (v:v:v)), Coziiciu C; %
0.1 TFA:MeOH (30:70 (v:v)). Cozlict A, B, C TLC tanklarina koyuldu. Sentezlenen (riinin
10 pl’si, hazirlanan her bir kromatografik seridin baslangi¢ ¢izgisinde numune yerine

ekildi. Seritler tank icine koyularak sollisyonlarin yirimesi saglandi. Cozlict seridin Ust
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sinirina ulastiktan sonra her serit oda sicakhiginda kurumaya birakildi. Kuruyan
tabakalar esit uzunlukta pargalara ayrildi. Her bir parganin aktivite degeri gama
sayacinda okundu (Biodex, Atom Lab 500). Her bir parca icin Rf degerleri ve doz
miktarlari hesaplandi. Radyoaktif isaretli ajan ve serbest metal miktarini belirlemek igin

radyoaktif lekeler gama sayacinda okunarak kantitatif analizi yapildi.

3.6.3 isaretli ®®Ga-EDTA-(ADH-1)c Molekiiliiniin in Vitro Degerlendirilmesi

3.6.3.1 Lipofilisite tayini

Lipofilisite degerleri P dagilim katsayisi (n-oktanol/su orani) hesaplanarak belirlendi.
Radyoisaretlenmis olan bilesigin ¢ozeltisinden 100 uL alinarak, dnceden hazirlanmis 3
mL n-octanol ve 3 mL su ikili fazi igeren tip Uzerine eklendi. Bu karsim manyetik
karistirici yardimiyla 1 saat karistirildi. Fazlarin tamamen ayrilmasini saglayabilmek icin
5 dakika 3000 devirde santrifiijlendi ve her iki fazdan 500 pL alinarak kuyu sayacinda
aktivite degeri okundu. Lipofilisite formuliinde fraksiyonlarindaki sayim degerleri

yerine konularak hesaplandi (esitlik 2.4).

3.6.4 lsaretli [®8Ga]Ga-EDTA-(ADH-1)c Molekiiliiniin in Vivo Degerlendirilmesi

3.6.4.1 Yarali Hayvan Modeli

Deney hayvani c¢alismalari 2016.HADYEK.018 no’lu etik kurul izni uyarinca
gerceklestirildi. Albino Wistar rat Gzerinde uygulanacak radyofarmasoétiklerin tani ve
tedavi sureglerine etkisi pozitron emisyon tomografisi/bilgisayarli tomografi ve
sintigrafik goruntileme teknikleri ile Nukleer Tip ve Molekiler Goérintileme
boliminde klinik kosullar altinda gerceklestirildi. Tim girisim ve gorintileme
¢alismalari izofluran anestezisi altinda yapildi. Her girisim Oncesinde 4 saatlik achk

uygulandi.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Peptid Molekiiliiniin Analizleri

4.1.1 Lineer ADH-1 Peptidine Ait LC-MS Analizi

Peptid olusumu, Elektro Sprey iyonlasma (ESI) probu kullanilarak LC-MS (Shimadzu
2010 EV) ile dogrulandi. LC kolonu olarak 20 cm uzunlugunda ve 2.1 mm i¢ ¢apinda 5
pum gozenek boyutlu Teknokroma Tracer Exel 120 ODS-A kullanildi. Eluent A’dan (su, %
0.1 formik asit) eluent B’ye (asetonitril, % 0.1 formik asit) gradyent ellsyon ile 0.2
mL/dk’lik akis hizinda calisildi. Peptidlerin kiitle spektrometrisi pozitif iyon modunda
asidik kosullar altinda gerceklestirildi. Daha iyi bir rezollisyon icin iyon cifti ajanlar
olarak formik asit ilave edildi. Nebulizér gaz olarak 1,5 L.min akis hizi ile nitrojen
kullanildi. Kitle spektrumu, s’"de 1000 m/z tarama hizi ile 200 ila 700 m/z arasinda elde
edildi.

Sekil 4.1-A’da peptidin LC-UV kromatogrami ve Sekil 4.1-B’de LC-MS toplam iyon
kromatogrami verilmistir. Lineer peptidin LC’'deki elisyon zamani yaklasik 3-4 dk’dir. Bu
alilkonma zamanina denk gelecek sekilde verilen iyon kromatograminda iyonlarin
olustugu gorilmustlir. Buradan yola cikarak; M lineer ADH-1 peptidinin molekiiler
kitlesi olmak lzere Sekil 4.2’deki kitle spektrumunda olusan iyonlarin m/z degerleri
[M+2H*]**=287; [M+2(H20+H*)+H*]*=613; [M+28(C0O)]1**=314
[M+2(H,0+H)*+H*]**=306,5 olarak formile edildi. Molekiler iyon ise [M+H*]*=575

seklinde gozlenmistir.
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m/z=575 degerinde gozlenen molekiler iyon piki peptid molekullerine H* atomlarinin
tutundugunu ifade ederken (ampirik formulde hesaplanan deger: 572,71 Da), m/z=314
degeri LC-MS cihazinda iyon-cifti molekili olarak kullanilan formik asitin formil
grubunun peptide tutundugunu gosterir. Bu, peptidin amin grubundan bir hidrojen
atomunun ayrildig1 basamaktir. m/z=306,5 degeri ise peptid molekillerine iki molekiil

hidronyum iyonunun baglandigini gosterir.
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Sekil 4. 1 Ham ADH-1 peptid molekiline ait A) LC-UV kromatogram, B) LC-MS TIC
(toplam iyon kromatogrami)
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Sekil 4. 2 ADH-1 peptid molekiilliine ait kiitle spektrumu

4.1.2 Lineer ADH-1 Peptidinin Saflastiriimasina Ait Preparatif HPLC Analizi

Saflastirma analizleri Shim-pack PRC-ODS HPLC kolonu (20 mm x 25 cm) ve UV-PDA
dedektorii ile donatilmis analitik ters faz (RP)-HPLC (Shimadzu) sisteminde

gerceklestirildi. Eluent A’dan (su, % 0.1 formik asit) eluent B’ye (asetonitril, %0.1 formik
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asit) gradyent eltisyonda 14.0 mL/dk akis hizinda ¢ahsildi. Sekil 4.3 ve 4.4’deki 12 ve 13
nolu pikler toplandi ve bu fraksiyonlar molekil agirhginin dogrulanmasi igin LC-MS ile

tekrar analiz edildi.
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Sekil 4. 3 Ham peptidin preparatif HPLC kromatogrami

mAU(x1,000) %
210nm,4nm (1.00)

. B.Conc.(Method) |75.0

3.0+ “ ( )

4l
H

20 2 50.0
104 1?
“;

0.0 & [ 5.0
1.0 7
00 DI

Sekil 4. 4 Ham peptidin preparatif HPLC kromatogrami

4.1.3 Lineer ADH-1 Peptidinin Siklizasyon Takibine Ait LC-MS Analizi

indirgenmis peptidin disiilfid oksidasyonunu takip edebilmek icin siklizasyon prosediirii
boyunca 1. ve 24. saatte 6rnekten 25 pL numune alindi ve analitik kolona (20 cm x 2.1
mm x 5 um boyutunda TeknoKroma Tracer Exel 120 ODS-A ) enjekte edildi. 24 saatlik
surecte distlfid oksidasyonunun %90’nin Uzerinde oldugu gorilda (Sekil 4.5-A ve Sekil

4.5-B). Sekil 4.5-C'de de LC-MS toplam iyon kromatogrami verilmistir.
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Sekil 4. 5 Lineer ADH-1 peptid molekilinin distlfid oksidasyonu prosesi takibi A) LC-
UV Kromatogrami B) LC-UV 1. ve 24. saat karsilastirmali kromatogrami C) LC-MS
toplam iyon kromatogrami

4.1.4 Saflastirilmis Siklik (ADH-1)c Peptidine Ait LC-MS Analizi

Lineer ADH-1 peptidi siklik hale getirildikten sonra preparatif HPLC ile saflagtirildi ve saf
peptid tekrar LC-MS ile analiz edildi.

Sekil 4.6’da (ADH-1)c siklik peptidinin MS spektrumu sunuldu. Disiilfid bagi LS-ESI-MS
ile dogrulandi. Teorik molekiler agirhigi (570,69 Da) olmak lizere elde edilen molekdler
iyon pikleri m/z degerleri; [M+H*]*=573, [M+2H*]**=287, [M+2(H20+H*)+H*]*=611 ve
[M+2(H20+H*)+2H*]?>*=306 olarak formiile edildi.

m/z=573 degeri monoizotopik peptid pikini gosterirken, m/z=287 degeri molekdl ici
disilfid bagina sahip peptid molekiliinin ¢ift yikli iyonunu dogruladi.
mV/(x100}

1 50;De(edor A Ch1:210nm
Petector A Ch2: 280nm

0.007
-0.257 l/J

T LjmE T : Tor s = 0

25 50 75 10.0 125 min

Sekil 4. 6 Saflastirilmis (ADH-1)c peptid molekiline ait LC-UV kromatogrami
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Sekil 4. 7 (ADH-1)c peptid molekillne ait kiitle spektrumu

4.2 (ADH-1)c Peptidinin EDTA ile Biyokonjugatinin Analizleri

4.2.1 EDTA-(ADH-1)c Konjugatinin Floresans Spektrofotometre ile Analizi

Elektrostatik etkilesimler ve hidrofobik i¢-etkilesimlerle yapisi gliclendirilmis peptid ve
karbodiimid ile aktiflenmis selator arasindaki primer konjugat olusumu ilk ve en 6nemli
basamaktir. Konjugasyon  floresans  spektrumunda  degisikliklere neden
olabileceginden, bu analizde konjugat ve selator maksimum emisyondaki ve
maksimum floresans siddetindeki dalga boyuyla karakterize edildi. Analiz i¢in quanta
sayim modunda QM-4/2003 Quanta Master Steady State (Photon Technology
International, Canada) spektrofotometre ile c¢alisildi. Uyarma ve emisyon
monokromatorlerinin yariklari 2 veya 3 nm’ye ayarlandi. Uyarma, 280 nm’de elde
edildi. Analiz 290-450 nm araliginda gerceklestirildi. Sekil 4.8’de pH 7’de npeptid/Neota= 1
oraninda EDTA selatéri ve Bolim 3.5’de anlatilan yontem kullanilarak sentezlenen
EDTA-(ADH-1)c konjugatinin tipik floresans spektrumu goriilmektedir. (ADH-1)c peptid
molekilinin amin gruplari ile anyonik EDTA selatoriinin karboksil gruplarinin ¢apraz
baglanmasi sonrasi sentezlenen konjugatin floresans siddetinde (Imaks.) artma ve Amaks.

degerinde 339 nm’den 347 nm’ye 8 nm’lik kirmiziya kayma gozlendi.
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Sekil 4. 8 EDTA ve matriks ile karsilastirmali olarak EDTA-(ADH-1)c konjugatina ait
floresans spektrumu

4.2.2 EDTA-(ADH-1)c Konjugatinin Zeta Sizer ile Analizi

Peptid ((ADH-1)c) ve EDTA’nin Bolim 3.5’de anlatilan yontem kullanilarak sentezlenen
Npeptid/Nepta = 1 oranindaki biyokonjugatinin zeta potansiyel degerleri Cizelge 4.1'de
verilmistir. Konjugatin zeta potansiyeli (-61.3 mV) ve EDTA selatoriiniin zeta potansiyeli
ise (-42 mV) olarak bulunmustur. npeptia/Nepta = 1 oraninda sentezlenen konjugatin zeta
potansiyelleri incelendiginde konjugasyon ile zeta potansiyeli degerinin azaldigi
gorilmektedir. Konjugatin ve selatlayici ajanin boyutlarinin kiyaslanmasi ile peptidin
konjugat olusturup olusturmadigl incelenmistir. Analiz sonuglari Cizelge 4.1'de
verilmistir. Peptid bagh konjugatin serbest selatore oranla boyutlarinda meydana gelen
artis, konjugasyonun olustugunu ve selatore peptid baglanmasi nedeniyle konjugatin

daha biylik hale geldigini gostermektedir.

Cizelge 4. 1 npeptia/Nepta = 1 oraninda sentezlenen konjugatin boyut ve zeta potansiyeli

degerleri
Z-Ave Zeta Potansiyeli
(mV)
ADH-EDTA Konjugati 327,8 + 29,07 -61,3
EDTA (DMSO + PBS) 214,5 + 10,95 -42+1,89
DMSO + PBS 115,4 £+ 12,17 -13,2+1,53
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4.2.3 EDTA-(ADH-1)c Konjugatinin LC-MS ile Analizi

MS spektrumlarinda LC kromatogramindaki 7.5 ve 9. dk. arasindaki iyonlara ait pikler
verilmistir (Sekil 4.9). [EDTA] + [(ADH-1)c] = 294 + 573 = 867 [(ADH-1)c] - [H.0] 867 - 18
= 849 gorulmustir. Ayrica konjugatin parcalanma uriinleri [EDTA] + [(ADH-1)c] - [EDTA]
- [H*] = 572 ve [EDTA] = 294’ de gorilmistiir. 294 EDTA ve 572 peptid piklerinin
konjugatin ki gibi 867 ile ayni dakikada ¢ikmasi, 294 ve 572'nin ortamda baglanmadan
kalabilecek EDTA ve peptidden kaynakh degil, konjugatin iyonlasmasi sonucu olusan

iyonlardan meydana geldigini kanitlamistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4. 9 EDTA-(ADH-1)c konjugatinin LC-UV kromatogrami

{x1,000,000)

70{1.37)
75 866.75 {100.00)
74.95 (100.00)

D D e e et
25 a0 75 100 125 150 175 200 25 250 25 300

Sekil 4. 10 EDTA-(ADH-1)c konjugatinin LC-MS iyon kromatogrami
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Sekil 4. 11 EDTA-(ADH-1)c konjugatinin kiitle spektrumu

4.3 ©%Ga-EDTA-(ADH-1)c Radyofarmasotik Molekiiliiniin Analizleri

4.3.1 %Ga-EDTA-(ADH-1)c Radyofarmasotik Molekiiliiniin Radyo-HPLC Analizi

Sentezlenen radyofarmasotigin safligini tayin etmek igin radyo-HPLC yapilmistir.
Aktivite dedektori kullanarak Radio-HPLC (Agillent 1260 Infinity Quaternary LC) ile
radyoniklidin baglandigi dogrulandi. Analizde (100 mm X 4.6 mm X 3.5 um) C18 kolon
kullanildi. Eluent A’dan (asetonitril, % 0.1 formik asit) eluent B’ye (su,% 0.1 formik asit)
0-5. dk %20 A; 5-15. dk % 20-60 A; 15-25 dk %60-80A; 25-30. dk %80-20A; 30-35. dk
%20 A gradyent elusyon ile 0.6 mL/dk’lik akis hizinda galisildi. Ayirma pozitif iyon
modunda asidik kosullar altinda gerceklestirildi. Daha iyi bir rezollsyon igin iyon cifti
ajanlari olarak formik asit ilave edildi. isaretleme éncesi 25 ul’lik serbest galyum-68
analizi yapildi. Boéylece isaretli radyofarmasotik molekill ile ayni matriks ortaminda
baglanmadan kalan serbest galyum-68’in alikonma zamani tespit edildi. Sentez sonrasi
isaretlenen radyofarmasotik molekilin analizi sonrasi elde edilen aktivite
kromatograminda isaretli bilesigi alikonma zamani 2,48. dk olarak tespit edildi. Serbest
galyum-68’in aktivite kromatogramindaki alikonma zamani ise 1,85. dk olarak tespit
edildi. Tanisal radyofarmasotik olarak degerlendirildiginde isaretleme verimi %95’in

Gzerindedir (Sekil 4.12, Sekil 4.13).
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Integration results

# Peak name Rt. Area % Area Results % Results  Activity Net counts
1  Free-Galliumé8  1.85 551749.80 100.00 0.00 0.00 37322422  551749.80
SUM 551749.80  100.00 0.00 0.00 551749.80
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Sekil 4. 12 Serbest Galyum-68’e ait radyo-HPLC
Integration results
# Peak name Rt. Area % Area Results % Results Activity Net counts
1 68Ga-EDTA-ADH1c 248 241672.90 100.00 0.00 0.00 133890.80 241672.90
sum 241672.90 100.00 0.00 0.00 241672.90
70004 8Ga-EDTA-ADH1c* 2.48
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Sekil 4. 13 %8Ga-EDTA-(ADH-1)c’ye ait radyo-HPLC

4.3.2 ©%Ga-EDTA-(ADH-1)c Radyofarmasotik Molekiiliiniin Radyo-TLC ile Analizi

Elde edilen ®8Ga-EDTA-(ADH-1)c radyofarmasotik ajaninin saflig1 iTLC-SG tabakalarda
TLC ile kontrol edildi ve Sekil 4.14’de Ug¢ farkli mobil fazla yapilan analizlere ait Gama
sayacinda okunan her aktivite degeri icin hesaplanan Rf degerleri verilmistir.
Radyoaktif bilesiklerin TLC Uzerindeki baglanma oranlari da Cizelge 4.2’de
gorilmektedir. Serbest metal, li¢ ¢ozici tirl icin de birinci bolgede (Rf=0.125) ve
ayrica A ve B ¢ozicl sistemleri icin ikinci parcada C sistemi icin ise besinci bdlge ve
daha yiiksek Rf degerlerinde bulunmustur. Ornegimizdeki safsizliklar, A ¢ozeltisinin

kimyasal yapisi (¢ozin(rligl ve polaritesi) nedeniyle (st bolgeye tasinmistir. Sollsyon
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B’deki birinci parcanin nispeten yliksek radyoaktivite degeri, B ¢ozeltisinin, safsizliklari

siriklemeden serbest metal ile ayni kisimda aktiviteye sahip olmasindan

kaynaklanmaktadir. Solisyon A ve C'deki serbest metale ait Rf degerleri ve 6lglilen
dozlari birbirini desteklemektedir. Bu ¢alisma igin B ¢ozici sistemi yeterli bulunmakla
birlikte yapilan radyo-TLC calismasi farkl sollisyon tirleri de kullanilarak daha detayli

calisildiginda daha iyi sonuglar elde etmek mimkin olacaktir.
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TLC parcalan

Sekil 4. 14 Ajanin farkli sollisyonlarda yirutilmesinden elde edilen TLC pargalarina ait
Rf degerleri ve dl¢llen aktivite miktarlari

Cizelge 4. 2 Radyoaktif bilesiklerin TLC izerindeki baglanma oranlari

Madde Coziicii A | Coziicii B | Coziicii C
[®8Ga]Ga-AntiCAD1 57.14% 64.06% 58.06%
[8Ga]Ga-bilesikleri 25.71% 35.94% | 22.58%

4.4

4.4.1 Llipofilisite tayini

[¢8Ga]Ga-EDTA-(ADH-1)c Molekiiliiniin in Vitro Degerlendirilmesi

68Ga-EDTA-(ADH-1)c’nin lipofilisite degeri (logP) pH 7’de -2,69 + 0,54 (n=3) olarak

hesaplanmistir. logP degerlerinin eksi bulunmasi, isaretli bilesiklerin sudaki

konsantrasyonunun oktanol icindeki konsantrasyonundan blylik oldugunu gosterdi. Bu

ajandan DKFZ 1007 PSMA ajanina gore daha az karaciger tutulumu, DCFPyl ajanina
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gore daha az idrar atiimi ve ihmli viicut atilimi beklenmektedir. Bunun temel nedeni ise

bu bilesigin organik asit tlirevi oldugu i¢in suda ¢6ziinmis olma olasihigidir.

4.5 [%8Ga]Ga-EDTA-(ADH-1)c Molekiiliiniin in Vivo Degerlendirilmesi

Ajanin in vivo degerlendirilmesi icin yarali hayvan modelinde sintigrafik ve tomografik
gorlntileme calismalari gercgeklestirilmistir. Sekil 4.15’de hayvan modeline ait yarali el

(injuried) gosterilmistir.

Sekil 4. 15 Yarali hayvan modeli

4.5.1 Gama Kamera ile [*Tc™04] ve 7Lu-PSMA Gériintiileme Calismalari

Radyofarmasotik ajanin injeksiyonu 6ncesi uygulama yapilacak deney hayvanina farkli
zamanlarda fizyolojik pH’da perteknetat ve Lu-PSMA injeksiyonu yapildi. Béylece tiroid,
bagirsak, mide, dalak, bébrek, karaciger ve tikirik bezi tutulumlari ile hayvanin organ

bolgeleri tam olarak tespit edildi.

Perteknetat icin; intraperitonal injeksiyon ile 0,1 mCi 0,1 mL perteknetat; 5., 10., 15,,
30.,, 60., 120., 180., 240. dakikalarda gama kamera gorintileri incelendi. Saglkh
hayvanda ilk 10 dakikada injeksiyon bolgesi olan mide ve perteknetat icin segici bir
hedef olan tiroid tutulumu gorintilendi. 15. ve 120. dakikalarda mesanede
perteknetat birikmesi basladi. 120. dk itibariyle ise bagirsak birikimi gorintilendi.

Boylece kobayda tiroid, bagirsak, mide ve mesane bélgeleri belirlendi.
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Sekil 4. 16 intraperitonal injeksiyon ile 0,1 mCi 0,1 mL perteknetat; 5., 10., 15., 30., 60.,
120., 180., 240. dakikalarda gama kamera goruntuleri

Lutesyum-PSMA icin; kuyruk veninden intravendz injeksiyon ile 0,1 mCi 0,1 mL
fizyolojik pH’ da Lu-PSMA; 10., 60., 120., 180. dakikalarda ve 24. saatte gama kamera
gorintileri incelendi. Saghkli hayvanda 10. dakikada enjeksiyon bdlgesi olan kuyruk
veni ve epididymis-testis bolgesi, prostata spesifik membran ajanina selektif sag-sol
bobrek tutulumu ve mesane-prostat bolgesi birikimi goriintiilendi. 1. saat gortuntileme
enjesiyon bolgesi birikimi azalmakta diger bolgeler yogunlasmaktaydi. 2. ve 3. saat
gorintilemesinde prostata spesifik membran ajanina selektif sag-sol bébrek tutulumu
ve mesane-prostat bolgesi birikimi goérintllendi. 24. saat gorlintiilemesinde ise yogun

olarak sag-sol bobrek tutulumlari gorintilendi. Boylece; Lutesyum-PSMA injeksiyonu
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ile sag-sol bobrek, idrar kesesi-prostat bolgesi, testis-epididymis bolgesi ve kuyruk veni

belirlendi.

—

10 minl§ |60 min __ |120 min

180 min 24 sa

Sekil 4. 17 intravendz injeksiyon ile 0,1 mCi 0,1 mL Lu-PSMA; 10., 60., 120., 180.
dakikalarda ve 24. saatte gama kamera gorintdileri
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4.5.2 [*®Ga)Ga-EDTA-(ADH-1)c PET/CT Gériintiileme Calismalari

Yaral sol el, kobay ile yapilan ¢alismada, hayvanin kuyruk veninden intraventz
injeksiyon ile 0,1 mCi 0,1 mL fizyolojik pH’da [®8Ga]Ga-EDTA-(ADH-1)c enjeksiyonu
yapildi. 1. ve 3. saat PET/CT gorintileri incelendi. Yogun bobrek ve mesane tutulumu
yanisira sentezlenen radyofarmasoétik ajanin beklendigi tizere hedefli bolgede selektif

olarak tutundugu gozlendi.

Sekil 4. 18 Hedefli [®®Ga]Ga-EDTA-(ADH-1)c ajaninin PET/CT gériintiisi

4.5.2.1 PET/CT SUVmaks. Degerlerine Dayanan Pearson Faktorii Hesaplanmasi

Hedef boélgenin diger viicut dokulari ile olan iliskisini, test etmek ve varsa bu iliskinin
derecesini 6lcmek ve benzer sonuglari 6nceden tahmin edebilmek icin kullanilan bir
istatiksel yontem Pearson Faktori hesaplama yontemidir. Boylece tutulum bdlgelerine
ait iki strekli yani parametrik degiskenin tiim vicut tutulumlari igcin dogrusal iliskisinin

derecesi hesaplanabilir.
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Cizelge 4. 3 Pearson Faktori hesap cizelgesi

Tutulum Bolgesi X Y X-My Y-My (X - My)? (Y- My)? (X - MY)(Y - My)
Yarah el-Karaciger | 2,14 | 1,36 -6.000 -22.750 36.000 517.562 136.500
Yaral el-Bobrek 2,14 | 1,96 6.000 12.250 36.000 150.062 73.500
Yaral el-Dalak 2,14 | 1,38 -6.000 -22.750 36.000 517.562 136.500
Yarah el-Takirik Bezi | 2,14 | 1,16 6.000 72.250 36.000 5.220.062 433.500
-6.000 -22.750 36.000 517.562 136.500
6.000 14.250 36.000 203.062 85.500
-6.000 -22.750 36.000 517.562 136.500
6.000 -7.750 36.000 60.062 -46.500

My: 8.000 | My: 23.750 | Toplam: 288.000 Toplam: 7703.500 Toplam: 1092.000

Cetvel
X: X Degerleri; Y: Y Degerleri; My: X Degerlerinin Ortalamasi; My: Y Degerlerinin Ortalamasi;

X - My &Y - My: Sapma Skoru ; (X - My)? & (Y - My)%: Sapma Skoru Degerinin Karesi; (X - My)(Y - My): Sapma Skorunun Sonucu



X Degerleri

S =64

Ortalama =8

S(X - My)2 = SSx = 288 (4.1)
Y Degerleri

> =190

Ortalama = 23.75

S(Y - My)2 =SS, =7703.5 (4.2)
R Degeri Hesaplama

r=3((X-My)(Y - M) / V((SS:)(SSy))

r=1092 /V((288)(7703.5)) = 0.7331

r=0.7331 (4.3)

R degeri 0.7331 olarak hesaplandi (esitlik 4.1, 4.2, 4.3). Bu deger 0.70-0.89 arasinda
oldugundan kuvvetli pozitif korelasyondur ve yiksek Y degerine ulastikca adeziv odak
icin yiksek X degerine ulasilabilir. R, determinasyon katsayisi degeri ise 0.5374 olarak

hesaplandi.
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BOLUM 5

TARTISMA

Tez calismamda anti-kadherin antagonisti olan (ADH-1)c peptidi; EDTA kullanilarak %8Ga
ile isaretlenmis ve normal siganlar Uzerinde vyapilan biyodagilim ¢alismalariyla
organlarda radyoisaretli peptid konjugatinin adezyona karsi biyoaktif potansiyelleri

belirlenmistir.

Kadherinler embriyoda morfogenezden, eriskin organizmada segici hiicre
taninmasindan ve yasam boyu normal doku mimarisinden sorumlu hicre ylzey
glikoproteinleridir. Embriyoda 6zglin adezyon molekiillerinin ekspresyonu hiicre gogi
ve doku diferansiyasyonu icin gereklidir. Kadherinler, yanyana hicreler arasindaki
molekiler baglantiyr saglarlar. Embriyolojik dokularin olusumu ve stabiliteleri igin
gerekli, hlicreler arasi yapisma olaylarinin baslamasi ve devami icin kritik Gneme sahip
olan hiicre adezyon molekilleridir. Bu ailenin bireyleri, sigan embriyosunun
blastomerlerinde tek hiicre asamasinda saptanmistir ve hiicrelerin implantasyonu ve
sonraki morfojeneze yol acan olaylarda vazgecilmez yapilardir. Kadherin aracih
adezyon, 1siya bagimhdir ve Ca*? gerektirir. Kadherinlere karsi olusmus antikorlar,
embriyolojik dokulara eklendiginde, hiicre-hiicre yapismasinin kopmasi sonucu doku
yapisinda siddetli bozulmalara neden olur. Agirliklari 120,000-140,000 kDa arasinda
degisen bu molekiiller, yapi ve fonksiyonlari agisindan Ca*? bagimli transmembran
proteinlerdir. Bircok tekrarlayan ilmikten (domain) olusan ve Ca*?’ a baglanmada énem
tasiyan genis bir hiicre disi N ucu ile, kadherinler arasinda cok iyi korunan sitoplazmik
bollimle baglantih tek bir transmembran kisimdan olusur. Epitelyal bir hiicrenin
mezenkimal bir hiicreye dénmesi ile birlikte morfolojisinde, arsitektiiriinde,

adezyonunda ve migrasyon kapasitesinde degisiklikler olusmaktadir. Guarino ve ark.’
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nin yaptigl bir calismaya gore; epitelyal mezenkimal doniisiimde N-kadherin, vimentin,
B-katenin, snail 1, snail 2, twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2, E47 artarken, E-kadherin azalir.
Epitelyal mezenkimal donlisimde migrasyon kapasitesi ve invazyon artarken apoptoza
direng gelisir [25]. Tumor hicreleri komsu hicrelerden ayrisarak hareket kazanir,
epitelyal kompartmani terk eder ve migrasyon yaparak cevre stromaya invazyon
gosterir [25]. Sunu da belirtmek gerekir ki, timorlerin biylk ¢ogunlugunda epitelyal
mezenkimal donidsim gelismemektedir. Timor patolojisinde epitelyal mezenkimal
donisim gelisen tlimorler tim timorler icinde % 1’ den azdir. Gelisiminde epitelyal
mezenkimal donlisimin rol oynadigl tiimorler karsinosarkom/sarkomatoid karsinom,
malign mezotelyoma, seks kord stromal tlimoér, ameloblastom’ dur. Lee ve ark.” nin
calismalarina gore epitelyal mezenkimal dénisimiin belirleyicileri arasinda N-kadherin

proteini de yer almaktadir [26].

Anti-kadherin peptidi ADH-1, Mikrodalga Destekli Kati Fazda Peptid Sentezleme
sisteminde Fmoc kimyasi kullanilarak (Ac-Cys-His-Ala-Val-Cys-CONH;) sentezlendi.
Sentez ve kirma prosedirli sonunda 51.39 mg ham peptid elde edilmistir. Peptid
olusumu, elektrosprey iyonizasyon (ESI) probu kullanilarak LC-MS ile dogrulanmistir.
MS spektrumunda M lineer ADH-1 peptidinin molekdiler kitlesi olmak lGizere; molekdler
iyonlarin m/z degerleri; [M+H*]*=575; [M+2H*]?*=287; [M+2(H20+H*")+H']*=613;
[M+28(C0O)]?**=314 [M+2(H20+H)*+H*]**=306,5 olarak formile edildi. m/z=575
degerinde gozlenen molekiiler iyon piki peptid molekillerine H* atomlarinin
tutundugunu ifade ederken (ampirik formilde hesaplanan deger: 572,71 Da), m/z=314
degeri LC-ESI-MS cihazinda iyon-¢ifti molekilli olarak kullanilan formik asitin formil
grubunun peptide tutundugunu gosterir. Bu, peptidin amin grubundan bir hidrojen
atomunun ayrildig1 basamaktir. m/z=306,5 degeri ise peptid molekillerine iki molekiil

hidronyum iyonunun baglandigini gosterir.

Peptid makrosiklizasyonunda halka kapanmasi metodunun secilmesi kilit rol oynar.
Halka kapanmasi icin uygun olmayan metodun secimi reaksiyon hizini yavaslatacagi
gibi, duslik verime ve C-terminal ucunda rasemlesme veya dimerizasyon gibi
istenmeyen yan reaksiyonlarin olusumuna neden olur. Disilfid bagi olusumu yoluyla
makrosiklizasyon tipik bir yan zincir siklizasyon metodudur (bas grup-yan zincir ve yan
zincir-yan zincir). iki sistein arasinda bir disilfid képriisii olusturuldu. Disiilfid baglar
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sistein residlerinin tiyol gruplarinin oksidasyonu ile olugturulmustur. Siklizasyon
olusumu, elektrosprey iyonizasyon (ESI) probu kullanilarak LC-MS ile dogrulanmistir.
Teorik molekiler agirhgr (570,69 Da) olmak Uzere elde edilen molekiler iyon pikleri
m/z degerleri; LC-ESI-MS [M*H*]*=573, [M+2H*]%*=287, [M+2(H,0+H*)+H*]*=611 ve
[M+2(H20+H*)+2H*]**=306 olarak formiile edildi. m/z=573 degeri monoizotopik peptid
pikini gosterirken, m/z=287 degeri molekiili¢i distlfid bagina sahip peptid molekulinin

¢cift yukld iyonunu dogrular.

N-cadherin antagonistlerinden (ADH-1)c peptidinin EDTA selatori ile EDC [‘1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid] ¢apraz baglayicisi varliginda pH 5’ de
konjugati sentezlenmistir. Sentezlenen konjugat floresans spektrofotometre ve
zetasizer cihazlari ile karakterize edilmistir. Ayrica LC-ESI-MS ile konjugatin olusumu
dogrulanmistir. pH: 7’de npeptis/Neota = 1 oraninda EDTA selatort  kullanilarak
sentezlenen EDTA-(ADH-1)c konjugatinin tipik floresans spektrumunda (ADH-1)c peptid
molekllinin amin gruplari ile anyonik EDTA selatoriiniin karboksil gruplarinin gapraz
baglanmasi sonrasi sentezlenen konjugatin floresans siddetinde (Imaks.) artma ve Amaks.

degerinde 339 nm’den 347 nm’ye 8nm degerinde kirmiziya kayma gozlenmistir.

Npeptid/NepTa=1 sentezlenen biyokonjugatinin zeta potansiyel degeri (-61.3 mV) ve EDTA
selatériiniin zeta potansiyeli ise (-42 mV) olarak bulunmustur. Konjugatin zeta
potansiyeli incelendiginde konjugasyon ile zeta potansiyeli degerinin azaldigi
gorilmektedir. Konjugatin ve selatlayici ajanin boyutlarinin kiyaslanmasi ile peptidin
konjugat olusturup olusturmadigi incelenmistir. Analiz sonucuna gore peptid bagli
konjugatin serbest selatdre oranla boyutlarinda meydana gelen artis, konjugasyonun
olustugunu ve selatére peptid baglanmasi nedeniyle konjugatin daha biyik hale

geldigini géstermektedir.

Konjugatin MS kromatogramindaki 7,5 ve 9. dk arasindaki iyonlara ait pikler verilmistir.
MS spektrumunda [EDTA] + [(ADH-1)c]=294+573=867 ve [(ADH-1)c]-[H20]= 867-
18=849 gorialmistlr. Ayrica konjugatin parcalanma Urinleri [EDTA] + [(ADH-1)c] -
[EDTA] - [H+]= 572 ve [EDTA]=294 de gériilmiistiir. 294 EDTA ve 572 peptid piklerinin

konjugatin piklerinden olan 867 ile ayni dakikada ¢ikmasi, 294 ve 572’nin ortamda

105



kalabilecek EDTA ve peptidden kaynakh degil, konjugatin iyonlasmasi sonucu olusan

iyonlardan meydana geldigini kanitlamistir.

68Ge/%8Ga jeneratdriinden elue edilen 1,5 mL GaCls™ radyoniiklidi isaretleme islemi igin
pH’1 7,4 degerine ayarlanmis 50 pg EDTA-(ADH-1)c konjugatiyla 1.5 M HEPES tamponu
varliginda 90°C'de 10 dk. siireyle reakte edildi. Sentezlenen radyofarmasotigin
isaretlenme verimi RadyoHPLC ve TLC ile belirlendi. RadyoHPLC sonuglarina goére
isaretleme verimi %95’ in (izerindedir. Bu oran glincel farmakopiye gore sentezlenen

radyofarmasotik ajanin diagnostik amacla uygulanabilecegini gosterdi.

Uriin saflig iTLC-SG tabakalarda TLC ile kontrol edilmistir. Radyafarmasoétik ajan
amonyum asetat ve metanol mobil faz ortaminda yiritilmis ve 10 esit parcaya
kesilen seritin her bir pargasi igin yapilan gama sayimi sonucunda, % saflik

hesaplanmistir.

Sentezlenen radyofarmasoétik ajanin in vitro degerlendirme igin lipofilisite ¢alismasi
yapilmistir. 8Ga-EDTA-ADH-1c’nin deneysel lipofilisitesi pH 7’de (logP) -2,69 * 0,54
(n=3) olarak hesaplanmistir. Lipofilisite degeri logP degerlerinin eksi bulunmasi,
radyoaktif isaretli  bilesigin  sudaki  konsantrasyonunun oktanol icindeki
konsantrasyonundan oldukga biylik oldugunu gosteriyor. Bunun temel nedeni ise bu
bilesigin organik asit tlirevi oldugu icin suda ¢o6ziinmis olma olasiligidir. Ayrica EDTA

molekilinin konjugatin lipofobitesini arttirdigi da 6ngorlebilir.

In vivo calisma kapsaminda sentezlenen ajanin klinik kosullarda kobay injeksiyonu

yapilarak PET/CT ¢ekimleri gerceklestirildi. Elde edilen gortntiler degerlendirildigine;

Biyodagilim calismalarindan, radyosaretli anti kadherin konjugatiyla yapilan ¢alismada
1. ve 3. saat PET/CT goruntileri incelendi. Yogun bobrek ve mesane tutulumu yanisira
sentezlenen radyofarmasotik ajanin beklendigi lzere hedef bdlgeye selektif olarak
tutundugu gézlendi. ®8Ga-EDTA-(ADH-1)c molekiliinin karaciger, dalak, bébrek,
tikirik bezi ve vyarali sol eldeki tutulumlarini SUVmaks. degerlerini baz alarak
karsilastiracak olursak yaral eldeki tutulumun daha yiksek oldugu goézlenmektedir.
Konjugat kullanimi durumunda hedef dokuda yiiksek ve diger dokularda tutulumun az
olmasi hedef disi olan organlarin korunmasi acgisindan dnem arz etmektedir. Ayrica;

radyofarmasotik ajanin disik lipofilisiteye sahip olmasi nedeniyle karaciger, dalak ve
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tikirtk bezi tutulumlarina kiyasla bobrek tutulumu daha yiksek bir SUVmaks. degerine
sahiptir. Dolayisiyla bobrek ve mesane bolgesinde yogun tutulum, hizli atilim
gerceklesmektedir. Yani vicut atiimi driner vyolla gergeklesmektedir. Tutulum
bolgelerine ait iki surekli yani parametrik degiskenin tim vicut tutulumlari igin
dogrusal iliskisinin derecesi Pearson faktori yontemi ile hesaplandi. R degeri 0.7331
olarak hesaplandi. Bu deger 0.70-0.89 arasinda oldugundan kuvvetli pozitif
korelasyondur ve yiksek Y degerine ulastikca adeziv odak icin yiksek X degerine

ulasilabilir. R?, determinasyon katsayisi, degeri ise 0.5374 olarak hesaplanmistir.

Adeziv dokularda anti-N-kadherin antagonistinin normal dokulara gore daha yiksek
olmasi nedeniyle hasarli, yarali ya da timérli doku ile yapilacak calismalarda ®Ga-
EDTA-(ADH-1)c’ nin iyi bir potansiyeli olacagl distniulmektedir. Sonug olarak; kanser
epitelyal mezenkimal donlisim belirteclerinden olan adezyon molekili olan siklik
ADH-1 peptidinden tlrevlenen radyo isaretli konjugat (°®Ga-EDTA-(ADH-1)c) N-
kadherin protein ekspresyonu artan hasarli dokularda ve metastatik solid timorlerde
kadherin aktivitesinin gorintiilenmesinde kullanilabilecek potansiyel bir radyoisaretli

bilesik olabilir (Sekil 5.1).
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Sekil 5. 1 Kadherin alan yapisi ve N-kadherin aracili hiicre-hiicre kavsaklari. (ADH-1)c,
kadherin bazh hiicre-hilicre adezyonunu (yapismasini) bozmak igin sinyal molekiilleri
olarak islev gorebilir.
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EK-A

TANIMLAR

Degisik tanimlamalar yapilabilirse de asagidakiler kelime anlamina en yakin olanlardir.
Nklit: Belli sayida nétron ve protonu olan atom.
izotop: Ayni sayida proton, farkli sayida nétron tasiyan niiklit.

Radyokitivite: Her radyonuklit icin kendine 06zgi partikil veya elektromanyetik

radyasyon (y veya X i1sin1) yayma olayi.

Radyoniklit: Radyoaktif niklit.

Radyoizotop: Ayni sayida proton tasiyan radyoniiklit (Orn, 1-123, 1-125, I-131).
Radyofarmasotik: Tibbi amacla hastaya verilen madde (ilag).

Tracer (iz): Herhangi bir etkiye sebep olmaksizin biyolojik yollardan gecerken

izlenebilen gok az miktardaki madde.
Radyotracer: Radyoaktif tracer.
Spesifik aktivite: Bir niklidin birim kitlesinin radyoaktivitesi

Spesifik konsantrasyon: Birim agirlik veya hacimdeki radyoaktivite.
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