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OZET

RADYOISARETLI BEVACIZUMAB’IN
RADYOFARMASOTIK POTANSIYELININ
INCELENMESI

DEMIR, ilknur
Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dah
Tez Yoneticisi : Doc. Dr. F. Ziimriit BIBER MUFTULER
Ocak 2009, 61 sayfa

Anjiogenezis, tiimor gelisimini i¢eren bir ¢ok fizyolojik ve
patolojik proseslerde énemli bir rol oynamaktadir. Vaskular endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF); tlimor hiicreleri ile iligkili timdr anjiogenezisde
onemli bir bliyiime faktoriidiir. Bevacizumab (BevMab) VEGF’ye kars1
gelistirilmis hiilmanize monoklonal antikor olup, VEGF nin endotel hiicre
yiizey reseptorlerine baglanmasini inhibe eder. Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan onerilen c¢esitli solid tiimoérlerinin

tedavisinde kullanilan ilk antianjiogenik ilagtir.

Bu c¢alismanin esast VEGF’yi in vivo olarak goriintiillemede

kullanilabilecek *™Tc ile isaretli bir antianjiogenik ajan gelistirmektir.

Bu amagla BevMab; hidrofilik bir grup olan dietilentriamin
pentaasetik asit (DTPA) ile konjuge edilip, yap1 hidrofilik hale getirilerek
9mre radyoniiklidi ile kalay kloriir indirgeme yontemine gore

isaretlenmistir.



Vi

Radyoisaretli bilesigin kalite kontrol calismalar1 ince Tabaka
Radyo Kromatografi (TLRC) ve Yiiksek Performansli Sivi Radyo
Kromatografi yontemleri kullanilarakyapilmis ve baglanma verimi %
95’in iizerinde belirlenmistir. Biyodagilim ¢alismalar1 disi ve erkek
Albino Wistar sicanlar iizerinde gerceklestirilmis gram doku basina
enjekte edilen doz degerleri hesaplanarak zamanla degisimi
incelenmigtir. Tim deneysel veriler SPSS 13 programi kullanilarak

istatistiksel degerlendirme yapilmustir.

9MTc-BevMab-DTPA  bilesiginin  in  vivo olarak VEGF’yi
goriintilemede bir antianjiogenik konjugat olarak kullanilabilirligi

sonucuna varilmistir.

Keywords: Anjiogenesis VEGF, Bevacizumab, ®™Tc, . ™ Tc-BevMab-
DTPA.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF RADIOPHARMACEUTICAL
POTENTIAL OF RADIOLABELED BEVACIZUMAB

DEMIR, Ilknur
Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dah
Tez Yoneticisi : Dog. Dr. F. Ziimriit BIBER MUFTULER
Ocak 2009, 61 sayfa

Angiogenesis plays a crucial role in many physiological and
pathologic processes including tumor growth. Vascular endothelial
growth factor (VEGF), released by tumor cells, is an important growth
factor in tumor angiogenesis. Bevacizumab (BevMab), a humanized
monoclonal antibody against VEGF, binds to soluble VEGF, preventing
receptor binding and inhibiting endothelial cell proliferation and vessel
formation. It is the first antiangiogenic treatment in various solid tumors

approved by the American Food and Drug Administration.

The goal of this study is to develope an antiangiogenic agent

radiolabeled with *™Tc and to be used for in vivo imaging of VEGF.

For this purpose, BevMab was conjugated with the hydrophilic
group diethylenetriamine pentaacetic acid (DTPA) and the product was
labeled with *™Tc using stannous chloride reducing method.



VI

The quality control studies of radiolabeled compound (**™Tc-
BevMab-DTPA) were done with Thin Layer Radio Chromatography
(TLRC) and High Performance Liquid Radio Chromatography (HPLRC)
methods (% 95 <) to confirm labeling efficiency. The biodistribution
studies are performed on female and male Albino Wistar rats. The
injected dose per gram tissue is calculated and time-activity curves are
examined. All the experimental data are evaluated using statistical SPSS

13 program.

9MTc-BevMab-DTPA may be used for in vivo VEGF imaging

agent as an antiangiogenic congugate.

Keywords: Angiogenesis VEGF, Bevacizumab, *™Tc, ®*™Tc-BevMab-
DTPA.
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1. GIRIS

Cogu kanser tiirliniin insan viicudunda biliyiime ve yayilma
mekanizmasi benzer sekilde olup, tiimor hiicrelerinin damar yoluyla
beslenerek bulunduklari dokulardan farkli ¢evre dokulara yayilim
gostermesi seklindedir. Yayilma; primer tiimoriin bitisik doku igindeki
uzantist olan lokal yayilma ya da malign tiimorlerden ayrilan hiicrelerin
yeni tiimor odaklar1 olustururak bulunduklart doku disinda bagka
bolgelere sigramasi olan metastatik yayilma seklindedir (Franks et al.,
1996; Higyilmaz, 2005).

Tlimorler etraf damarlardan difiizyonla beslenir ve en fazla 0.5 — 1
cm®likk hacme kadar biiyiiyebilirler. Bu hacimden sonra ¢cogalmalar1 ve
metastaz yapabilmeleri i¢in anjiogenez gereklidir (Folkman, 1971).
Anjiogenez; var olan damarlardan kilcal damarlarin olusmasi olarak ifade
edilmektedir. (Ribatti et al., 1999). Timor gelisiminde ise anjiogenez en
onemli parametrelerden biridir. Anjiogenezis olmadan primer timdriin
gelismesi ve metastaz olusumu gergeklesemez. Timor iliskili anjiogenez;
spesifik biiyiime faktorlerine, endotel hiicre reseptdrlerinin aktivasyonuna
ve endotel hiicrelerinin ¢ogalma kapasiteleri ile buna hizmet eden hiicre
dig1 matriks komponentlerine bagli olarak degisim gosterir (Zhong and
Bowen, 2006; Giiran, 2004).

Timor anjiogenezinde diger bir 6nemli faktor ise tiimor hiicreleri
tarafindan salgilanan damar endotel biiyiime faktoridir (VEGF)

(Nagengast et al., 2007). Anjiogenik molekiiller i¢inde en 6nemlisi ve



tizerinde en c¢ok durulant VEGF olup, VEGFR-1 ve VEGFR-2
reseptorlerini aktive ederek anjiogenezi baslatir. VEGF anti anjiogenik
terapi icin istenen bir hedeftir. Clinkii VEGF reseptorleri sadece genetik
olarak kararli non-neoplastik endotel hiicrelerde bulunmaktadir ve

normal endotelyum ile kiyaslandiginda tiimor damarlar1 igerisinde

diizensizdir (Raymond and Ruddon, 2007).

Glinimiiz teknolojisiyle birlikte anjioyogenez mekanizmalari
tizerine c¢alisilmis ve anti anjiogenik tedavi yaklagimlari gelistirilmeye
baslanmistir. VEGF’in  etkinligini  6nlemek i¢in  kullanilan
mekanizmalardan biri  monoklonal antikorlardir. Cesitli  hedef
molekiillere yonelik bu molekiiller kanser tedavisinde en etkin araglar
olarak kullanilmaktadir (Jimeno et al., 2005; Heinemann et al., 2008;
Patel et al., 2009).

Timor anjiogenezisinde solid tiimor davranislarinda  VEGF
etkilerini engellemek icin son birka¢ yilda gelistirilen anti kanser
ajanlardan biri olan Bevacizumab (BevMab); anjiogenezi inhibe ederek
meme, kolon, pankreas, prostat, yumutalik, iiriner sistem ve santral sinir
sistem kanserlerinde timor dokusunda VEGF’ye duyarli monoklonal
antikor olan ilk ila¢tir. Bevacizumab viicuttaki kan ve lenf damarlar
tizerinde bulunan VEGF proteinine baglanarak, kan damarlarinin
gelisimini bloklayarak tiimor gelisimini engeller. Faz I ¢aligmalarinda
kemoterapi ile birlikte kullanildiginda serum VEGF seviyelerini
Olclilemeyecek seviyelere kadar disilirdiigiic ve farkli tiimorlerde
bliyiimeyi inhibe ettigi bulunmustur (Roche San. A.S., 2004). Bu

¢alismanin ¢ikis maddesi olan anti VEGF olarak bilinen Bevacizumab’in



klinik uygulamalartyla ile ilgili literatiirde cesitli ¢aligmalar mevcuttur.
Ozellikle gdzde makula dejeneresyonu ve korneal anjiogenezis ile ilgili
cok fazla sayida ¢alismalar yapilmistir (Ghajarnia et al., 2007; Hosseini et
al., 2007).

Radyoniiklidle isaretli Bevacizumab’in etki mekanizmasi ile ilgili
olarak ise literatiirde sadece **In, 8zr, 1% ve ?*Bi ile ilgili ¢aligmalar

9MTe ile isaretli bir calismaya rastlanilmamastir. R ve

mevcut olup
87rile radyoisaretli Bevacizumab’in yumurtalik timér hiicrelerinde her
iki isaretli bilesik i¢in yiiksek tutulum gosterdigi goriilmiistiir (Nagengast
et al., 2007). 1257 ile isaretli Bevacizumab’in solid tiimorlerin tedavisinde
intravendz uygulama sonrasi yapilan farmakokinetik calismalari; nude
mice, sigan, maymun ve tavsanlar iizerinde denenmistir. Doku dagilimi
ve farmakokinetik veriler radyoisaretli bilesigin viicudun spesifik
bolgelerinde toplandigini ve atilimin ¢ok yavas oldugunu gdstermistir
(Lin et al., 1999). Bir baska calismada ise Bevacizumab’in ***Bi ve
205Bj/%%Bj jle radyoimmunokonjugatlart hazirlanmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda in vitro ve in vivo denemeler igin iki farkli selatlayict ajan
(cDTPA ve CHX-A) kullanilarak radyoisaretleme  verimleri
kiyaslanmistir. Isaretleme verimi ¢DTPA ajanmin kullanildigi radyo
isaretli bilesik i¢in digerine gore daha yiiksek bulunmustur (Abbas et al.,
2008). Bu ¢aligmanin esasi; Bevacizumab gibi tedavi amaci ile kullanilan
bir anti kanser ilacin, kimyasal bir ajan ile konjugasyonu sonucu,
lipofiliteyi azaltip, uygun gama enerjisine sahip kisa yar1 omiirlii *™Tc
radyoniiklidi ile isaretleyerek bir kanser goriintileme ajanina

doniistiiriilmesidir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Kanser Nedir?

Viicudumuzda kontrol disi ¢ogalan, c¢evre dokulara ve uzak
organlara yayilma 6zelligi gosteren anormal hiicre topluluklarina genel

olarak kanser denir (www.memorial.com.tr).

Gliniimiizde halen en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan kanser;
hiicrelerin stirekli ¢ogalarak artan hiicre sayisinin normal olarak
gerceklesen hiicre kaybiyla dengelenmemesi sonucu olusur. Kanser, kan
ve lenfotik sistem araciligi ile viicudun diger bolgelerine dagilarak damar
yoluyla beslenir. Normal hiicrelerin biiyiime yetenegi sinirli olup bazen
bliylimedeki bu smirlanma yetenegi kaybolur ve simirsiz biiylyiip,
cogalan hiicreler toplulugu olusur. Buna “tlimérlesme” denir. TUmor
bening (iyi huylu) ve maning (kotii huylu) timor olmak {izere iki kisimda

incelenir.

Kanser hiicresini normal hiicrelerden ayiran en 6nemli 6zellikler;
proliferatif biiyiime, sinyal olusumunda kendi kendine yetme, biiylimeyi
inhibe eden sinyallere karsi duyarsizlik, apoptozdan kagma, sinirsiz
replikatif potansiyel kazanma, anjiogenezisi devam ettirebilme, invazyon
ve  metastasin  indiiklenebilmesidir.  Anjiogenezi  indiikleyici
mekanizmalarin, timor hiicrelerinin kendileri tarafindan aktive edildigi
gosterilmistir (Blood et al.,1990; Halvorsen et al., 2000; Tasdemiroglu.,
2003).


http://www.memorial.com.tr/

Istatistiklere gére her yil diinyada 11 milyon, Tiirkiye’de ise 150
bin kisi kansere yakalanmaktadir. (Kanser Yikii Raporu, 2006). Sekil
2.1 ve Sekil 2.2’de 2000 yilina ait kadin ve erkeklerde kanser goriilme

siklig1 ve 6liim oranlar1 hakkinda tahmini degerler verilmektedir.

Kadinlarda kanser

Tahmini aérilme sikhidi Tahmini Sigmler
Ciit melanomu 3% e 2% Beyin A MSS

Tiroid 5 Meme

Meme 30% B & Akciger & brong

Akciger & brong Pankreas
Pankreas Y% T~ 2% Mide
Kolon & rektum — 4 T Kolon & rektum
Over
% Uterus
Non-Hodgkin lenfoma
Non-Hodgkin lenfoma 4 Losemi
Diger Muitipl miyelom
% Diger

Adapted troin Basenive TT, 6% 2l 0 Camoie J Loy, 00580 48

Sekil 2.1 Kadinlarda kanser goriilme siklig1 ve 6liim oranlari.

Erkeklerde kanser

Tahmini gordime sikhigl 4 4 \ > Tahmini 6lGmler
Cilt melanomu 4% P A { { < 3% Ezofagus
Agiz boglugu & farenks 3 { ] 5 s J T 31% Akciger & brong

Akciger & brong 3 Pankreas

Pankreas % i \ } Karaciger & safrakanalt

Bobrek & renal peivis % z A ' & % Mide
Kolon & rektum v— { A % Kolon & rektum
Prostat % 5 3 - Prostat
Mesane % 4 "\ 2 v Mesane
Losemi % % Losemi
Non-Hodgkin lenfoma % | % Non-Hodgkin lenfoma
Diger % 3 i Diger

Sekil 2.2 Erkeklerde kanser goriilme siklig1 ve 6liim oranlari.



2.2 Anjiogenezis Nedir?

Yeni damar olusumu ya da daha yaygmn kullanilan adiyla
anjiogenezis hakkinda yapilan ¢alismalarin  18.yy da basladig
bilinmektedir. Bu konu ilk defa 1971°de Judah FOLKMAN tarafindan
timor gelisiminin var olan damarlardan yeni kan damarlarinin
olusumuna bagli oldugunu igeren hipotezce onerilmistir (Folkman, 1990;

Ranieri et al., 2006).

Aktif anjiogenetik faktorler timor hiicrelerinin gelisiminde 2
mm’lik c¢apr gegtikten sonra hipoxiden dolayr salgilanirlar. Damarlarin
bazal membranlar1 yikilmakta ve endotel hiicreleri doku igerisine
ilerleyerek yeni damar olusumlarina neden olmaktadir (Macdonald et al.,
2004) .

Kisaca damarlanma olarak bilinen anjiogenezis yasam boyunca
gelisim, ovulasyon ve Kalpte yeni kolletaral damarlarin gelismesi
acisindan istenen bir durumdur. Tiimor gelisiminde ise anjiogenezis en
onemli parametrelerden biri olup, tiimor biiylimesi ve metastazi icin

temeldir.

Bu nedenle tiimoriin biiyiimesi, metastazinda ve kronik inflamatuar
hastaliklarda (romatoid artritid (RA), diabetik retinopati gibi)
anjiogenezis istenmeyen bir siiregtir (Distler et al., 2002 ; Folkman, 1995,

Salgado et al., 2004). Sekil 2.3’ de anjiogenezis olusumu goriilmektedir.



Timor

Yeni damarlar

Biiyiime Faktorii

Existing Damar
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Sekil 2.3 Anjiogenezis (www.gene.com).

2.2.1 Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii 6. kromozomun kisa kolunda
lokalize molekiil agirligi 45 kDA olan bir proteindir. Normal doku ve
bir¢ok tiimor neovaskiilarizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Thomas
,1996; Ferrara, 2003). VEGF ailesi VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF ve svWEGF (VEGF-F) adi verilen
yedi iiyeden olusur. VEGF; endotel hiicresi yiizeyinde bulunan
reseptorlerine baglanip bu hiicreyi etkilemektedir. Bu reseptorler VEGF
reseptor—1, VEGF reseptor-2 ve VEGF reseptor-3 olup yaklasik 1300
amino grup asitten olusmaktadir (Demirci, 2006; Lesslie et al., 2006).


http://www.gene.com/

Anjiogenezis; anjiogenik stimulus, anjiojenik faktoriin salinimi
(VEGF), mevcut kapiller damarlardan endotel hiicrelerinin aktivasyonu,
bazal membranin par¢alanmasi, endotel hiicrelerinin gogii, gogalmasi ve
olgunlasarak tiiplin meydana gelmesi ve yeni kapiller damarlarin
olusumu seklindedir (Deveci, 2003). Bu zincirleme olaylarda goriilecegi
tizere VEGF salinnminin 6nemli bir unsur oldugu anlasilmaktadir.
VEGF’nin hiicre i¢indeki saliniminin baslamasi ile endotel hiicreleri
tizerinde bulunan VEGF reseptorlerine VEGF ligandi baglanarak

anjiogenezisi baglatacak olan gen uyarilir (Ferrara, 2004).

VEGF’in endotel hiicreleri iizerinde bulunan transmembran tirozin
kinaz reseptorlerine baglanmasi ile tetiklenen sinyal yolu bir¢ok seviyede
farkli acilardan inhibe edilerek VEGF’in etkinligi Onlenebilmektedir
(Jung et al, 2002). Bu mekanizma VEGF inhibitorleri, VEGFR

inhibitorleri ve monoklonal antikorlar seklinde ii¢ grupta toplanmaktadir.

Cesitli denemeler anti VEGF monoklonal antikorlar ile tedavinin
insan tlimorlerinin (glioblastoma ve rhabdomysarcoma) gelisimini

azalttigini gostermistir (Jimeno et al., 2005).

VEGF tiimor anjiogenezisin yani sira post-natal damarlanma, yara
lyilesmesi, retinada yeni damarlanma ve kalp damar hastaliklar1 dahil

olmak tizere bir ¢ok patofizyolojik durumda da olduk¢a Onemlidir

(Demirci, 2006).



2.3 Kanser ve Anjiogenezis

Tlmorler besinlerini ¢evrelerindeki doku ve damarlardan saglarlar,
yeni damarlar olmaksizin etraf damarlardan difiizyonla beslenir ve en
fazla 0.5 — 1 cm®lik hacme kadar biiyiiyebilirler. Bu hacimden sonra
cogalmalart ve metastaz yapabilmeleri igin anjiogenez gereklidir
(Folkman, 1971).

Timdr hiicrelerinden, monosit, fibroblast gibi ortamdaki diger
hiicrelerden ve kollajen matriksin yikim1 sonrasinda agiga ¢ikan, spesifik
bliylime faktorleri ve hiicre dist matriks komponentleri anjiogeneziste
onemli parametrelerdir (Klagsbrun et al., 1996). Bilinen 6nemli
anjiogenik faktorlerden bazilari; vaskiiler endotelyal biliylime faktor
(VEGF), epidermal biiyiime faktor, hepatosit biiyiime faktordiir.
Ozellikle VEGF, tiimor anjiogenezisinde kilit rol oynamaktadir (Lin et
al., 1999; Incekara, 2006; Nagengast et al. 2007). VEGF; endotel
hiicreleri i¢in uyarici 6zelliginin yani sira, hiicre dis1 matriks yikimindan
sorumlu enzimlerin aktivatorlerinin salinimint da uyarir. Boylelikle

invazyon ve metastazi da kolaylastirir (Ferrara, 1997).
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Kanserhtcreleri
cevrelerindeki doku ve
damarlarasaldiririar.

Kan
damari
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gergeklestirirler.

Kanserhticreleri dolagim
yoluyla viicudun uzak
bolgelerineyayilir.

Sekil 2.4. Anjiogenezis ve Kanser (Lacouture , 2004).

Sekilde 2.4’de goriildiigii lizere tiimor biiylimesi ile birlikte artan
kanlanma ihtiyaci anjiogenez prosediirii ile saglanir ve metastaz olusur.
Metastaz; malign tiimorlerden ayrilan hiicrelerin damarlar veya doku
araliklart ile uzak dokulara tasmarak buralarda yeni tiimor odaklar
olusturmasidir. Bu noktada tiimore miidahale ve anjiogenez inhibisyonu,

etkili bir kanser tedavi segenegi olarak goziikmektedir.

Giiniimiizde kanser aragtirmalarinin en heyecan verici alanlarindan
biri, anjiogenezi inhibe edici hedefli terapi seklidir. Bu hedefli
stratejilerinin  ¢ogu monoklonal antikor kullanimini i¢ermektedir.
Monoklonal antikorlar ve monoklonal antikorlar ile kanser tespit etme ve
tedavi gelistirme ¢alismalar1 her tiir kanser ¢esidi i¢in ilerlemekte olup,
aragtirmalarda kanserle baglantili antijenler bulunmakta, dolayisiyla

kansere karsi daha fazla antikorlar hazirlanmaktadir.
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2.4 Antikor

Antikor; kovalent olmayan baglar yardimiyla antijene Ozgiin ve
antijene cevap olarak tretilen bir glikoproteindir.  Siklikla,
‘immunoglobulin veya antibody’ olarak da adlandirilirlar (Arican, 2006).

Sekil 2.5 genel bir antikor seklini igermektedir.

Sekil 2.5 Genel bir antikor sekli.

Antikorlar 2 agir ve 2 hafif olmak tizere 4 polipeptid zincirinden
olusur, agir zincir 440 ile 550 amino asitten olusurken, hafif zincirde ise
220 amino asit bulunmaktadir. Her bir zincir sabit ve degisken bdlge
olmak iizere iki yapidan olusur (Margaret et al., 2003). Antikorlar serbest
veya c¢esitli mikroorganizmalarin yapisinda bulunan antijenlere spesifik
bir sekilde baglanarak onlarin viicuttan temizlenmesini ve etkisiz hale
getirilmesini saglar. Antikorlar; monoklonal ve poliklonal olmak iizere
iki sekildedir. Monoklonal antikor genetik miihendislik teknikleriyle
tiretilen ve yalnizca bir antijenik 6zelligi olan antikora verilen addir. Bir

hiicre klonundan f{iretildikleri igin monoklonal olarak adlandirilan
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antikorlar, laboratuvar ortaminda yapay olarak iretilen ve Yyalmz
kendisinin hedefledigi antijenlere baglanan yapilardir. 1975 yilinda
Ingiliz arastiric1 Cesar Milstein ve George Kohler tarafindan Monoklonal

antibody (MAD) teknolojisi gelistirilmistir (Milstein, 1981).

Biyolojik deneylerde kullanilan bliylik molekiillerin
isaretlenmesinde, timor tedavisinde kullanilan radyoaktif ya da
sitotoksik ajanlarin olusturulmasinda kullanilmakta olan monoklonal
antikorlar, kanser tedavisinde de giiniimiizde en yogun kullanim alani

bulan uygulamalardan biri olmustur.

2.5 Bevacizumab

Timor anjiogenezisinde solid timor davraniglarinda VEGF
etkilerini engellemek i¢in anti anjiogenik ve anti timor etkinligi olan
rekombinant insan monoklonal VEGF antikor olan Bevacizumab, yeni
kan damarlariin olusmasini 6nleyen ve VEGF’nin VEGF1 ve VEGF2
reseptorlerine baglanmasini inhibe eden ilk anti VEGF ilag olma
ozelligini tasir. Birgok tiimor tipinde oldukga yiiksek oranda sagkalim
avantaj1 sagladig bilinen bu ajan, 6zellikle metastatik kolon ve rektum
kanseri olgularinda kemoterapiye ek olarak kullanilan yeni bir antikanser
ajandir (Wang et al., 2004; Gaudreault et al., 2005; Ranieri et al., 2006;
Spitzer et al., 2007).

Bevacizumab, hiimanize miirin antikorunun komplementer-

determinant bdlgeleri VEGF’ye baglanan, insan antikoru temel
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bolgelerini igeren, 214 amino asitten olusan, molekiil agirligr yaklasik

149.000 dalton olan bir ilactir (Sekil 2.6).

i
y

! Avastin

Sekil 2.6 Bevacizumab (www.gene.com).

Gentamisin  antibiyotigi iceren besi ortamindaki Chinese
Hamster’min over memeli hiicresi ekspresyon sisteminde, rekombinant
DNA teknolojisi ile olusturulur ve spesifik viral inaktivasyon ve
¢ikarilma asamalarindan olusan bir siire¢ ile saflagtirilir. Bevacizumab
yiiksek afinite ve neovaskiilarizasyonunun inhibisyonunu dogrudan

sitotoksik etki yapmaksizin hedefler.

Kolon kanserinin tedavisi i¢in uygulanan standart ilag tedavisi ile
kombine olarak intravendz yoldan verildiginde, hastalarin yasaminda
yaklasik bes aylik bir uzama sagladigi gosterilmistir. (Roche San. A. S.,
2004). Bu nedenle kolorektal, meme, akciger, prostat, renal kanser
tirleri, diyabetik retinopati ve yaslanmaya bagl yas tip makula

dejenerasyonunun tedavisinde de denenmis olup, 2004 yilinda Food and
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Drug Administration (FDA) tarafindan metastatik kolon veya rektum
kanserli hastalarda olmak tizere intravendz 5-florourasil ile siirdiiriilen
tedavide kombine olarak birinci sira tedavi i¢in onaylamistir (Ghajarnia
et al., 2007; Roche,San.A.S., 2004).

2.5.1 Kanser ve Bevacizumab

Bu ajan etkisini yeni kan damarlarinin olusumunu stimule eden
dogal bir protein olan VEGF’yi hedefleyip inhibe ederek gosterir.
Nagengast ve arkadasglarminda c¢alismalarinda belirttigi gibi insan
monoklonal antikoruna bevacizumab’in baglanarak VEGF 'nin neden
oldugu tiimér anjiogenezini durdurup bdylece VEGEF 'yi nétrallestirdigini
vurgulamislardir (Nagengast et al., 2007). Sekil 2.7. Bevacizumab ve
timdor iliskili anjiogenezisi, Sekil 2.8’de ise Bevacizumab’in etki

mekanizmasini gostermektedir.



Sekil 2.7 Bevacizumab ve tiimor iligkili anjiogenez (Www.gene.com).

VEGF
S p—

N

VEGFR1 VEGFR2

[ !
Qe o
{ :

Sekil 2.8 Bevacizumab’in etki mekanizmasi.
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Yukaridaki gibi Bevacizumab VEGF’ye baglanarak ve VEGF|’ nin
endotel hiicrelerinin yilizeyinde bulunan VEGFR1 ve VEGFR2
reseptorlerine baglanmasini 6nleyerek VEGF yeni kan damarlarinin
olusumunda 6nemli bi rol oynar (Presta et al., 1997, Roche San.A.S.,
2004).

2.6 Radyoisaretli Anti VEGF Ajanlar

Kanserin  teshis ve tedavisinde kullammm amagh ¢esitli
radyoizotoplarla isaretli monoklonal antikorlar énemli bir potansiyele
sahiptir (Anderson et al., 1985, Jimeno et al.; 2005, Slapnickova, 2007;
Stollman, 2008; Chen et al., 2008). Gama yayinlayici, pozitron, beta
parcaciklar1 veren radyoniiklidlerle isaretli antikorlar, primer ya da
metastatik kanserlerin sintigrafik dedeksiyonunda ve anjiogenezis
mekanizmas1  ile  iligkili  reseptorlerin  goriintiilenmesi  i¢in

kullanilmaktadir (Bouziotis et al., 2006; Matsumura et al., 2008).

Anti  VEGF olarak ¢alisan ve monoklonal antikor olan
Bevacizumab ile ilgili literatiirde c¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Ancak
radyoniiklidle isaretli bilesiklerinin etki mekanizmasi ile ilgili olarak ise
literatirde sadece In, ¥zr 2%, ve 2Bi ile ilgili g¢aligmalara
rastlamlmistir. *!In ve 87r ile yapilan ¢alismalar sonucu radyoisaretli
Bevacizumab'in ovarian timor xenograft yontemi kullanilarak her iki
isaretli bilesik i¢in yliksek tutulum gorilmiis ve biyodagilim

caligmalariyla tutulum degerleri kiyaslanmistir (Nagengast et al., 2007).
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121 jle isaretli Bevacizumab’in farmakokinetigi fare, sican ve

cynmolgus  maymunlarinda  degerlendirilmistir. ~ Yapilan  doz
caligmalarinda bilesigin nonspesifik bosaltim ve doku dagilimi

gozlenmistir (Lin et al., 1999).

Bir bagka calismada ise bir alfa yayinlayic1 olan 23B; le isaretli
BevMab iki farkli selatlayici ajan (¢cDTPA ve CHX-A) kullanilarak in
vitro ve in vivo denemler yapilmistir. isaretleme verimi cDTPA ajaninin
kullanildigi bilesik i¢in daha yiiksek bulunmustur (Abbas et al., 2008).

2.7 Teknesyum-99m (*"Tc¢) Kimyasi

Atom numarast 43 olan Teknesyum, periyodik tablonun 7B
grubunda yer alir ve -1 ile +7 arasindaki tiim degerlikleri alabilir. Hepsi
radyoaktif 30 tane izotopu olan teknesyumun, 6.02 saat yar1 dmiirlii, 140
keV 1s1ma yapan radyoizotopu %M Tc Niikleer Tipta en ¢ok kullanilan
radyoniiklid olma &zelligini yillardir korumaktadir. *™Tc, radyoaktif
%Mo’ un bozunmasindan olusur ve “radyoniiklid jeneratér” den sagim

99m

yoluyla **Mo’dan ayrilir. Tc’in bozunmasindan ise **Tc olusur,

buradaki “m” harfi de radyoniiklidin “meta stabil” oldugunu
gostermektedir. Jeneratérden elde edilen ™ Tc, (*™TcO?) teknesyum
perteknetat yapisindadir ve bu bilesik iginde M Te +7 degerliklidir. Bu
degerlikte inert yapida olan teknesyum hi¢bir kimyasal bilesik yapamaz.
Ancak kalay Kkloriir gibi indirgeyici bir madde ile indirgenmesi
durumunda kimyasal bilesik olusturabilir. Sekil 2.9 Teknesyumun

bozunma semasini igermektedir.
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Sekil 2.9 ®*Mo’un ®T¢’a bozunmasi (www.monrol.com.tr).

2.7.1. ¥™Tc isaretli bilesiklerin Kalite kontrolii

9MTe: kitteki ligand adi verilen ve 6zgiil bir organ sisteminde
lokalize olmak iizere gelistirilmis substrat molekiiliine tutunur.

99m

Radyofarmasotigin etkili olabilmesi i¢in “  Tc¢’nin g¢ogunun ligandla

¥MTenin ¢ok diisiik

baglanmasi ( > % 95) ve iirlin icinde serbest
miktarda kalmis olmas1 gerekir. Isaretleme isleminin bir diger yan iiriinii
olan indirgenmis *"Tc’de indirgenmis teknesyum (ind. Tc) diisik
diizeyde bulunmalidir. Hem serbest hem indirgenmis *™Tc, gériintiilerde
yanlig taniya neden olabilecek ya da degerlendirmeyi gliglestirecek

safsizliklar olusturabilir.

Hazirlanan radyofarmasotiklerin herbiri hastalarda kullanilmadan
once radyokimyasal saflik yoOniinden test edilmelidir. Teknesyum
radyofarmasdtiklerinin kalite kontrolii i¢in ¢esitli kontrol prosediirleri

gelistirilmistir. En sik kullanilan kalite kontrol yontemleri; ince tabaka
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kromatografisi (TLC), kagit elektroforezi ve yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yéntemleridir (Theobald, 1989; Unak, 2003).

2.7.1.1 ince tabaka kromatografisi

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin birbirinden

ayrilmasini gergeklestiren yontemlerin genel adidir.

Kromatografi, ¢esitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla,
sabit bir faz lizerinde degisik hizlarla hareket etmeleri temeline dayanr.
Ince tabaka kromatografisinde, cam, aliiminyum gibi maddelerden
yapilmis levhalar iizerine silikajel, alliminyum oksit gibi malzemelerin
ince bir katman halinde yayilmasiyla hazirlanmis tabakalar sabit faz

olarak kullanilir.

Aldmintum Folyodan Kapak

-

Uygulama MNaoktasi a;c\zucu
Analiz Edilecsk & nimune 1
Madde T, _Y_ _

" LB ]
Yoratocs Coziel Maddenin Yiridogh Uzaklik
Rf=

Caziclndn YirGdigh Uzakhik

Sekil 2.10 Ince tabaka kromatografisi.

Ince tabaka kromatografisinin basaris1 igin uygulanan &rnegin
miktari, ¢ap1 ve sekli onemlidir. Uygulanan ¢ozelti nokta seklinde ve
yeterince kiigiik olmalidir. Cozelti asir1 konsantre ya da nokta ¢ok genis

olursa, ornekteki bilesikler iyi sekilde ayrilmayabilir. Uygulanan 6rnek
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kuruduktan sonra kromatogram, yiiriitme kabina yerlestirilir (Sekil 3.2).
Iyi bir kromatografik ¢dziimleme i¢in ayirma kabin ici, ¢oziicii buhar
ile dolana kadar beklenmelidir. Coziicliniin tasiyicilik giicti ne kadar

fazlaysa adsorblanan maddeler o kadar daha hizli hareket edeceklerdir.

Yiirime hizi maddenin, kati fazin ve c¢oziiciinliin polaritesine
baglidir. Polar maddeler, ¢oziicii/adsorban madde ikilisinden daha polar
olan ile daha siki etkilesim gosterirler. Coziicii birkag cm kadar
ilerledikten sonra, plaka yiiriitme kabindan alinir. Coziiciiniin ulastigi
seviye kursun kalemle hafif¢e isaretlenir ve ¢oziiciiniin buharlagsmasi
saglanir. Renksiz maddelerin ayrilmasi gerceklestirildiyse bazi metotlarla
goriinlir hale getirilirler. Plaka UV lambasinin altina yerlestirildiginde
belirgin hale gelirler. Gereken Olglimlerin yapilmasiyla R (alikonma
degeri) degerleri hesaplanarak maddelerin ayirimi yapilir. Rf degeri; sekil
2.10’da goriildiigli lizere maddenin siiriiklendigi noktanin baslangic

noktasina uzakliginin toplam yiiriitme mesafesine oranina Rydegeri denir.

2.7.1.2 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ise sivi fazda
coziinebilen bir kimyasal karisiminin kolay ve hizli bir sekilde
bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a duyarli bir kromatografik yontemdir
(Macherey-Nagel, 2006).
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Sekil 2.11 Temel bir HPLC sistemi.
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Klasik bir HPLC sistemi Sekil 2.11°de gosterilmistir. Bu sistemin

onemli boliimii ayirmanin gerceklestigi kolondur. Kromatografik analiz

siireci ¢oziiclide ¢ozlinmiis Ornegin sisteme enjekte edilmesi ile baglar.

Hareketli (siirekli) faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek, kolon i¢inde

bilesenlerine ayrilmaya baglar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller

dedektor tarafindan kaydedilir. Dedektor tarafindan kaydedilen ve

bilgisayara aktarilan sinyallerin tamamima ‘kromatogram’ adi verilir.

Gilintimiizde HPLC, bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Baglica kullanim alanlar1 bilesen ayirma, saflastirma, tanimlama ve

derisim tayinidir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan kimyasallar

BevMab (Roche San.A.S., 2004),

Sodyum perteknetat (Na**™TcO,) (Monrol A.S.),
Kalay kloriir dihidrat (SnCl,.2H,0) (Merck),
Dietilentriamin pentaasetik asit (DTPA) (dianhidrid) (Sigma),
Asetonitril (CH3CN) (Merck),

Aseton (CH3;COCHj3),(Merck),

Amonyum asetat (Merck),

Sodyum karbonat (Na,COs3), (pH 9.5),
Potasyum karbonat (K,COj3) (Merck),
Kloroform (CHCI3) (Merck),

Metanol (CH3OH) (Merck),

Etanol (C;Hs0H) (Merck),

Dipotasyum hidrojenfosfat (K,HPQO,4) (Merck),
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,4) (Merck),
n-oktanol (Merck),

pH =7 tamponu (Merck),

Sitrat tamponu (pH: 6.6),

Serum Fizyolojik (SF) (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi),
ITLC-SG (Merck - 5554),

Elektroforez Kagidi (Whatman 1),

Vivaspin-2 Ultrafiltrasyon aparati (Sartorius).
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3.1.2 Kullanilan cihazlar

RAD-501 Cd(Te) tek kanalli sayim sistemi (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1), HPLC Shimadzu (LC-
10Atvp quaterner pompali, SPD-10AV UV dedektorlii, FRC-10A
fraksiyonlama kollektdrii) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1), UV lamba (G15T8 15W Germicidal Lamp
UV-C) (E. U. Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar
Anabilim Dali), TLC Scanner cihazi (Bioscan 2000) (E. U. Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali), Ultasantrifiij
cihaz1 (Hettich Rotina 38R Sogutmal1 Santrifiij) (E. U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1).

3.2 Kimyasal Sentez Basamaklari

3.2.1 BevMab bilesiginin saflagtirilmasi

Ticari olarak elde edilen BevMab bilesiginin saflastirilmasi igin
Vivaspin-2 (Sartorius) ultrafiltrasyon aparati (50.000'lik membran)
kullanilmistir. Onceden 2 mL ultra su ile 1slatilan membrana, Smg/ImL

BevMab ilave edilerek, 3000 rpm’de 5 dakika santrifuj edilmistir.

3.2.2 BevMab bilesiginin DTPA ile Konjugasyonu (BevMab-DTPA )

Saflastirllmis BevMab bilesigi, 50 mmol/L Na,COg ile pH degeri
9.2 - 9.5 arasi ayarlanip, 50 M DTPA ilavesiyle 1 saat oda sicakliginda
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konjuge edilmistir. Baglanmamis DTPA  bilesigini ortamdan
uzaklastirmak i¢in, reaksiyon karistmi pH 5.5 degerinde 50 mmol/L
amonyum asetat ile ultrasantrifiij islemine tabi tutulmustur. Elde edilen
tirtin BevMab-DTPA olarak tanimlanmis olup; 5 mg/ImL olacak sekilde
amonyum asetat ile diliie edilip daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak
iizere -20 °C’de dondurucu da saklanmistir (Nagengast et al., 2007). Sekil

3.1 BevMab-DTPA bilesiginin olusum mekanizmasini igermektedir.

(’ co’“
N N
nozc/_ > <jco,n N\,c=o
HO.C  HO COH /
NH
o

50 mmal/L N aCOs, pH 9.5
1 hr,25°C

BevlVab

BevMah-DTPA

Sekil 3.1 BevMab-DTPA bilesiginin olusum mekanizmasi.
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3.3 Inaktif Bilesenler (BevMab, DTPA, BevMab-DTPA) icin

Kullanilan Kromatografik Yontemler

BevMab, DTPA, BevMab-DTPA maddelerinin kalite kontrolii Ince
Tabaka Kagit Kromatografi (TLC), Yiksek Performansli Sivi
Kromatografi (HPLC) yontemleri ile gerceklestirilmistir.

3.3.1 TLC yontemi

TLC i¢in silikajelle kapli, kalinliklar1 0.1 mm olan 20 x 20 cm
boyutlarindaki alimiinyum tabakalar kullanilmis ve bu tabakalar 1.5 x 10
cm’lik seritler halinde kesilmistir. Hazirlanan seritlerin {izerine tabandan
0.5 cm yukariya kapiler yardimiyla inaktif bilesenler damlatilmistir.
Maddelerin uygulandigi bu seritler igerisinde ¢6ziicli olarak saf su igeren
TLC tankina konmustur. Sekil 3.2. 6rnek damlatma ve kromatografi

yiiriitme islemini gostermektedir.

Sekil 3.2 Ornek damlatma ve kromatografi yiiriitme islemi.

Tanktaki ¢oziiciiniin yaklasik 7 cm kadar ilerlemesinden sonra

seritler tank igerisinden c¢ikartilip oda sicakliginda kurutulmustur.
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Kurutulan TLC ornekleri UV lamba altinda bakilmis ve bilesenlerin
¢ozgen (su) igerisinde ilerleme mesafelerinin ve Rs degerlerinin
birbirinden farkli oldugu goriilmiistiir. Bu basamaga iliskin sonuglar 4.

Boliim’de yer almaktadir.

3.3.2 HPLC yontemi

Bu calismada uygulanan kromatografik kosullar Cizelge 3.1’de
verilmistir. Inaktif BevMab, DTPA, BevMab-DTPA bilesenlerine ait

kromatogramlar 4. Boliim’de verilmistir.

Cizelge 3.1. HPLC yonteminde uygulanan kromatografik kosullar.

EC 250/4.6 NUCLEODUR 100 -5 C18

Kolon (250 x 4.6 mm 1.D.) Analitik kolon
(Macherey - Nagel)

Akis hizi 1.0 mL / dak

Dalga boyu 240 nm ve 280 nm

Mobil faz %40 bidistile su - %60 asetonitril

Sicaklik 30°C

3.4 Isaretleme Yontemi

3.4.1 ®°™Tc-DTPA ¢ozeltisinin hazirlanmas:

1 mg DTPA (dianhidrid) 1 mL saf suda ¢oziilerek stok cozelti
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 100 pg alinip iizerine 50 pL SnCl;, (1
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mg SnCl,.2H,O / 1 mL HCI) ilave edildikten sonra 1 M NHjs ile pH
degeri 5°e ayarlanmistir. Uzerine 60 pL 37 MBq (1 mCi) *™TcO, ilave
edilerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Aktivite degeri 3.7
MBq / pg'dir.

3.4.2 ¥™Tc-BevMab-DTPA c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Ultrafiltrasyon ve konjugasyon sonucu elde edilen BevMab-DTPA
bilesiginden (100 pg) 150 pL alinip tizerine 50 pL kalay kloriir ¢ozeltisi
(2 mg SnCl,.2H,0 / 1 mL 0.1 M HCI) ilave edilmistir. Cozeltinin pH
degeri 1 M NaOH ile 5’e ayarlanarak 60 uL 37 MBq (1 mCi) ¥MTcO,
ilave edilmis ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek isaretleme

reaksiyonu gerceklestirilmistir. Aktivite degeri 3.7 MBq / pg'dir.

3.5 Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontroliinde Kullanilan

Yontemler

3.5.1 ince tabaka radyo kromatografi (TLRC) yontemi

9¥MTe ile isaretli bilesiklerin, ™ TcO4 ve Ind. *™Tc i¢in TLRC
yontemi ile kalite kontrolii, Boliim 3.3.1°de yer alan TLC uygulamasi
seklinde olup, kurutulan Orneklerin dis ylizeyi yapigkan bir bantla
kaplanarak herhangi bir kontaminasyona neden olmadan TLC scaner
cihazi ile sayimlar alinmistir. Sekil 3.3 enstitlimiizde kullanilan TLC

scaner cithazini gostermektedir.
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Sekil 3.3 TLC scaner cihazi (Bioscan 2000).

TLRC banyo ¢oOzeltisi olarak amonyum asetat ¢dozeltisi
kullamlmustir. ®™Te ile isaretli, **™TcO4 ve Ind. *™Tc bilesenlerine ait
Rf degerleri ¢izelge 4.2°de yer almaktadir. TLRC kromatogramlar ise
sirastyla Sekil 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°de yer almaktadir. TLRC banyosu
olarak amonyum asetat ¢ozeltisi yanisira; SF, su, sitrat tamponu (pH: 6.6)
ve asetonnitril-su (60:40) ¢ozeltileri de kulllanilmis olup, baglanma
veriminin en yiiksek goriildiigii ¢ozelti amonyum asetat ¢ozeltisi olarak
saptanmustir. Bu banyo ¢ozeltisinde elde edilen *™Tc-DTPA, *™Tc-
BevMab-DTPA, *™TcO, ve ind.*"Tc bilesiklerine ait Rs degerlerini

iceren TLRC kromatogramlar1 4. Bolim’de verilmistir.

3.6 N-Octanol / Su Oranin Bulunmasi (Lipofilite)

Lipofilite maddenin yagda ¢oziinme egiliminin 6lgiisidiir ve lipid /
su orani seklinde partisyon katsayisi olarak ifade edilir. Bu katsayi ne
kadar biiyiikse; maddenin lipid membrandan absorpsiyonu o kadar fazla
olur (Ozyazgan, 2002). Kimyasal bilesikler i¢in yag, petrol, lipid ve
hekzan, toluen, oktanol gibi apolar ¢ozgenlerde ¢oziinme yetenegini
gosterir (Theobald, 1989).
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Bir santrifuj tiipiine esit oranlarda n-oktanol ve pH = 7 tamponu
koyulduktan sonra ®™Tc ile isaretli rnekten 0.1 mL alimarak bu karigima
ilave edilip once 1 dakika vortekslenerek 2500 rpm’de 30 dakika
santrifiijlesmistir (Zhang and Wang, 2001). Santrifiij sonrasinda fazlara
ayrilan bu karisimin st ve alt fazlarindan 100’er puL alinarak aktiviteleri
Cd(Te) dedektort ile sayilmistir. Ayni iglemler {i¢ kez tekrarlanmis olup,
elde edilen deneysel ve teorik sonuglar ¢izelge 4.3’de yer almaktadir.

3.7 Serum Stabilite

#¥MTc-BevMab-DTPA bilesiginden (66.66 pug) 100 pL alinip, 300
pL kan serumuna eklenmis ve 24 saat 37 %Cde inkiibe edilmistir. 30, 60,
240, 1440. dakikalara ait ornekler alinmis ve TLRC yontemi ile isaretli
bilesigin serumdaki stabilitesi izlenmistir. Bu boliime ait deneysel
caligsmalar tiicer kez tekrarlanmistir. Bu calismaya ait sonuglar 4.

Bolim’de bulunmaktadir.

3.8 Disi ve Erkek Albino Wistar Sicanlar Uzerinde Yapilan
Biyodagilim Caliymalari

Biyodagilim c¢aligmalari i¢in 9’ar adet disi ve erkek Albino Wistar
sican kullanilmistir. (100 pg) 150 pL BevMab-DTPA bilesigi alinip
tizerine 50 pL kalay kloriir ¢ozeltisi (1 mg SnCl,.2H,O / 1 mL 0.1 M
HCl) ilave edilmistir. Cozeltinin pH degeri 1 M NaOH ile 5’e
ayarlanarak 300 pL, 555 MBq (15 mCi) ¥MTcO, ilave edilmis ve 30

dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek isaretleme reaksiyonu
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gerceklestirilmistir. Her hayvana kuyruk veninden (4 pg) 0.1 mL 9mTe
ile isaretli BevMab-DTPA bilesigi enjekte edilmistir. Aktivite yaklasik
5.55 MBq / pg olarak bulunmustur.

Enjeksiyon Oncesinde ve sonrasinda enjektor aktiviteleri Cd(Te)
dedektorti ile sayilmistir. Siganlar 60. 240. ve 420. dakikalar sonunda eter
ortaminda sakrifiye edilerek 6nceden daralari alinmis olan kiigiik kaplar
igerisine belirlenen organlar alinmistir. Her organa ait tartim degeri ve
aktiviteleri Cd(Te) dedektorii ile ikiser kez alinmustir. Aktivitelerinin
ortalamalar1 alinmigs ve her bir organ igin gram bagina diisen doz
degerleri (% ID / g) hesaplanmistir. Bu veriler kullanilarak Excel

programinda zamana kars1 biyodagilim grafikleri elde edilmistir.

3.9 istatistik Analizler

Biyodagilim ¢aligmalarinin istatistik degerlendirmesi SPSS 13
yazilim programi kullanilarak degerlendirilmeye calisilmistir. Bu amagla
tiim verilerin varyans analizleri (Univariate Variance Analyses) yapilmis
ve uygulanan isaretli bilesik ile organlar arasindaki iliski Pearson

Korelasyonu uygulanarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 1Inaktif Bilesenler (BevMab, DTPA, BevMab-DTPA) icin

Kullanilan Kromatografik Yontem ve Sonuclar

4.1.1 TLC yontemi ile elde edilen R sonug¢lar:

Cizelge 4.1°de gorildigi gibi BevMab-DTPA’nin Rs degerinin
BevMab ve DTPA’nin Rt degerlerinden farkli olmasi DTPA ile

konjugasyon basamaginin gerceklestigini gdstermektedir.

Cizelge 4.1 BevMab, DTPA ve BevMab-DTPA bilesiklerinin su’daki Ry degerleri.

Bilesik Rf

BevMab 0.89

DTPA 0.00
BevMab-DTPA 0.81

4.1.2 HPLC yontemi ile elde edilen kromatogramlar

BevMab, DTPA ve BevMab-DTPA bilesiklerine iliskin HPLC

kromatogramlar1 Sekil 4.1’ de goriilmektedir.
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Sekil 4.1 BevMab,DTPA, BevMab-DTPA, bilesiklerinin HPLC kromatogrami.
(Mavi: UV dedektoriinden alinan BevMab bilesigine ait pik,
, Yesil: UV dedektoriinden alinan
BevMab — DTPA bilesigine ait pik.).

Sekil 4.1°de goriilecegi gibi inaktif bilesenler HPLC aisteminde farkli
piklere ve farkli R; (alikonma zamani) degerlere sahiptir. Bu durumda
HPLC sonuglar1 da TLC sonuglar1 gibi Bevacizumab ile DTPA’nin

konjuge oldugunu gostermektedir.

4.2 Radyoisaretli Bilesiklerin Kalite Kontrol Sonuclari

4.2.1. HPLRC yontemi ile elde edilen radyoisaretli bilesiklere ait

kromatogramlar

Cizelge 3.1°de verilen kosullar uygulanarak 9MT¢ isaretli BevMab-
DTPA bilesigine ait HPLRC kromatogramlar1 ve R degerleri Sekil 4.2.
ve Sekil 4.3’de goriilmektedir.
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Sekil 4.2 %™ Tc-BevMab-DTPA bilesiginin HPLRC kromatogram.
(Yesil: UV dedektoriinde alman ™ Tc- BevMab-DTPA bilesigine ait pik).

(Mavi: Cd(Te) dedektériinde alinan " Tc- BevMab-DTPA bilesigine ait pik).
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Sekil 4.3. *™ Tcve ™ Tc-BevMab-DTPA HPLRC kromatogrami.
(Mavi: UV dedektériinde alman *™Tc- BevMab-DTPA  bilesigine ait pik)
(Kirmizt: Cd(Te) dedektoriinde ™ Te bilesigine ait pik ).



34

Sekil 4.2 ve 4.3’de yer alan *™Tc-BevMab-DTPA bilesigine ait
HPLRC kromatogramlar1 incelendiginde, 240 nm’de UV dedektoriinde
bilesige ait kolondaki olan Rt degeri 2.16, Cd(Te) dedektdriinde ise bu
deger 2.49 olarak bulunmustur. *™Tc bilesigi igin ise 2.22’dir (Sekil 4.3).
Radyoisaretli bilesigin ve teknesyuma ait R; degerlerinin radyoaktivite
dedektoriinde farklilik gostermesi radyo isaretlemenin gergeklestigine

isaret etmektedir.

4.2.2 TLRC ile elde edilen sonuclar

[saretli bilesiklere ve radyoaktif bilesenlere ait R degerleri Cizelge
4.2°de yer almaktadir. Kromatogramlar ise Sekil 4.4, 4.5, 4.6 ve Sekil
4.7°de goriilmektedir.

Cizelge 4.2. ®™Tc ile isaretli bilesikler ve radyoaktif bilesenlere ait Ry degerleri.

Ry
Banyo 3 - —
Cozeltisi Te- Tc- | ind on__
Bevmab-DTPA | DTPA Tc
Amonyum
0.84 0.82 0.02 0.90
asetat

Cizelge 4.2 incelendiginde banyo ¢ozeltisinde *™Tc ve *™Tc ile
isaretli tiim bilesiklerin Ry degerlerinin birbirinden farkli oldugu
goriilmektedir. Optimum kosullar saglanana kadar farkli TLRC banyo
¢ozeltileri de denenmistir. Ancak bu denemeler de en yiiksek isaretleme

verimi amonyum asetat banyosu i¢in bulunmustur. Bu deger % 97.99 +



35

2.83 (n=11) olarak saptanmistir. TLRC kromatogramlarindan
yararlanarak isaretli bilesige iliskin pikin toplam alanina karsit gelen
sayimlar, toplam sayima boliinerek isaretli bilesigin baglanma verimi

bulunmustur.

A0 TR T T T T N A [N S A

20m

Sayimn

20m

000

e

|
T 1T 1T [ T T 1T 1 [ 1 1T T T]

o 50 100 200
mesafe (tnm)

Sekil 4.4 *™Tc-DTPA bilesigine ait TLRC kromatogrami.

26000 T N T T I R N B
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15000

SAviT

jlalulun]
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)

T 1 T 1 I 1 1 1 1 I
0 50 20
mesafe {mm)

Sekil 4.5 ®"Tc-BevMab-DTPA bilesigine ait TLRC kromatogrami.
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Sekil 4.6 *"TcO,iin TLRC kromatogramu.

40000 I T R N N B

sayin

20000 —

10000

[

T T T T T 71
0 a0 200
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Sekil 4.7 ind *™T¢’nin TLRC kromatogrami.
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4.3 n-Octanol / Su oram (Lipofilite) sonuclari

Bilesiklere ait lipofilite deneyleri ACD / logP Algorithm programi
ile degerlendirilmistir. Cizelge 4.3’de goriilecegi lizere DTPA bilesiginin
logP degeri -2.08 + 0.86 olarak bulunmustur. Bu program ile
Bevacizumab’in teorik logP degeri oldukc¢a yiiksek olan molekiil
agirhigindan dolayr (~150 kda) hesaplanamamis olup ancak yiiksek bir
degere sahip olmasi beklenmektedir. Deneysel olarak hesaplanan *°™Tc-
BevMab-DTPA’nin logP degeri ise -1.06+0.1 (n=3) olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3. Bilesiklerin logP degerleri.

Bilesik Teorik logP Deneysel logP
DTPA -2.08 £ 0.86
¥MTc-BevMab-DTPA - -1.06 + 0.1

DTPA ve *™Tc-BevMab-DTPA’nin logP degerlerinin birbirine
yakin olmas1 beklenen bir sonugtur, ¢iinkii DTPA hidrofilik bir gruptur,
dolayisiyla baglandig: bilesigin lipofilitesini diistirmektedir. Ayrica Sekil
4.1’deki BevMab, DTPA ve BevMab-DTPA, bilesiklerinin HPLC

kromatogramlari da lipofilite siralamasini destekledigi goriilmektedir.

4.4. Serum stabilite sonug¢lari

9MTe radyoniiklidi ile isaretlenen BevMab-DTPA bilesiginin 37

%C’de insan kan serumundaki davranigini iceren grafik Sekil 4.8°de yer

almaktadir. Grafikte goriildiigii gibi isaretli bilesigin ¢aligma periyodu



38

boyunca stabiltesinin korudugu ve isaretleme veriminin yaklasik olarak

% 90’n1in tlizerinde oldugu goriilmiistiir.

90 1
80 1
70
£60

=
€50 % Yield
S0 -

W std
30 ¢
20
10 1

0 30 1440

Zamasr?(dakika) 240

Sekil 4.8 “™Tc-BevMab-DTPA bilesiginin serumda stabilitesi.

4.5 Erkek ve Disi Albino Wistar sicanlar iizerinde yapilan

biyodagilim ¢alismalarinin sonuglari

DTPA ile konjuge edilmis *™Tc ile isaretli Bevacizumab (**"Tc-
BevMab-DTPA), normal disi ve erkek Albino Wistar sicanlara kuyruk
veninden enjekte edilerek 60, 240, ve 420. dakikalara ait biyodagilim

verileri elde edilmistir.
4.5.1 Erkek sicanlar iizerinde biyodagilim sonug¢lari

Cizelge 4.4’de erkek sicanlardaki %9mTc-BevMab-DTPA bilesigine ait
organlardaki gram basina enjekte edilen doz (% ID / g) degerleri
goriilmektedir. Sekil 4.9 ise erkek Albino Wistar siganlarda R
BevMab-DTPA bilesiginin bazi organlardaki biyodagilim grafigini

vermektedir.
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Cizelge 4.4. Erkek Albino Wistar sicanlarda %MTc-BevMab-DTPA bilesiginin % ID / g

(organ) verileri.

z/°o'r§a{1 o | sopak 240 Dak. | 420 Dak.
Kalp 0.07+0.01 0.05+0.04 0.07+0.04
Akciger 0.31+0.22 0.15+0.05 0.15+0.08
Karaciger 0.31£0.20 0.04+0.02 0.10+0.05
Bobrek 0.53+0.45 0.33+0.17 0.44+0.16
I. Bagirsak 0.21+0.17 0.11+0.02 0.12+0.04
K. Bagirsak 0.17+0.06 0.07+0.01 0.83+0.28
Mide 18.224+4.70 1.07+£0.24 4.82+£3.43
Dalak 0.20+0.11 0.04+0.02 0.06+0.03
Pankreas 0.09+0.01 0.15+0.06 0.09+0.04
Kas 0.04+0.03 0.03£0.01 0.03+0.02
Bag 0.04+0.02 0.02+0.01 0.01+0.01
Yag 0.08+0.03 0.1440.06 0.10+0.02
Tiroid 0.18+0.13 0.16+0.03 0.20+0.06
Mesane 1.57£1.18 0.83+0.36 0.38+0.04
Kan 0.44+0.20 0.19+0.09 0.12+0.06
Testis 0.08+0.03 0.10+0.07 0.05+0.02
Prostat 0.49+0.38 0.04+0.02 0.08+0.04
Goz 0.10+0.05 0.04+0.02 0.09+0.03
Kemik 0.17+0.09 0.04+0.02 0.14+0.07

4.5.2 Disi sicanlar iizerinde biyodagilim sonug¢lari

Cizelge 4.5 disi sicanlardaki 9mTc-BevMab-DTPA bilesigine ait
organlardaki gram basina enjekte edilen doz (% ID / g) degerleri, sekil
4.10 ise bu bilesiginin baz1 organlardaki biyodagilimini icermektedir.
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Cizelge 4.5 Disi Albino Wistar siganlarda *™Tc-BevMab-DTPA bilesiginin % ID / g
(organ) verileri.

% ID / g (Organ) 60 dak. 240 dak. 420 dak.
Kalp 0.04+0.01 0.06+0.02 0.03+0.01
Akciger 0.18+0.07 0.13+0.07 0.15+0.09
Karaciger 0.35+0.17 0.15+0.08 0.15+0.10
Bébrek 0.47+0.35 0.45+0.18 0.48+0.24
L. Bagirsak 0.330.08 0.26+0.14 0.13+0.06
K. Bagirsak 0.15+0.08 0.30+0.11 0.47+0.16
Mide 25.57+19.16 19.70+10.59 4.73+2.27
Dalak 0.1620.06 0.05+0.04 0.06+0.04
Pankreas 0.20+0.08 0.07+0.03 0.04+0.03
Kas 0.05+0.03 0.04+0.02 0.03+0.01
Rahim 0.32+0.19 0.05£0.02 0.03£0.02
Yumurta 0.35+0.16 0.29+0.13 0.14+0.05
Meme 0.50+0.26 0.33+0.16 0.19+0.08
Yag 0.07+0.02 0.04+0.03 0.25+0.17
Tiroid 0.23£0.12 0.06+0.02 0.1620.06
Mesane 0.48+0.19 0.66+0.32 0.43+0.21
Bas 0.04+0.02 0.01+0.00 0.01+0.01
Kan 0.43+0.27 0.26+0.12 0.10+0.03
Goz 0.23+0.20 0.08+0.06 0.02+0.01
Kemik 0.24+0.03 0.29+0.01 0.15+0.07
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Sekil 4.9 Erkek Albino Wistar siganlarda ®"Tc-BevMab-DTPA bilesiginin bazi

organlardaki biyodagilim grafigi.
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Sekil 4.10. Disi Albino Wistar sicanlarda *™Tc-BevMab-DTPA bilesiginin bazi

organlardaki biyodagilim grafigi.
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Hayvanlar iizerinde gelistirilen timoér modelleri VEGF’ye karsi
kullanilan monoklonal antikor tedavisinin, tiimor gelisimini baskiladigini
gostermektedir (Kim et al.,, 1993; Asano et al., 1995). Dolayisiyla
giinlimiizde kanser tedavisinde anti anjiogenik terapi kullanimina ilgi

oldukea artis gostermektedir (Lin et al., 1999).

Bu c¢alismada; VEGF’nin reseptére baglanmasin1 bloke eden ilk
monoklonal antikor ilag olarak bilinen Bevacizumab’in sirasiyla DTPA
ile konjugasyonu, kalay kloriir ile indirgeme metodu kullanilarak *™Tc
ile isaretlenmesi ve iki ayr1 cins Albino Wistar si¢anlarda biyodagilim

farkliliklarinin arastirilmasi amag edilmistir.

Meme, beyin ve yumurtalik tiimor sitozollerinde, tiimorsiiz
dokulara gore daha fazla artan VEGF seviyelerine rastlanildigi rapor
edilmistir (Lin et al., 1999). Cizelge 4.5 ve sekil 4.10’a bakilacak olursa;
normal dokuya sahip (tliimorlii olmayan) disi sicanlarin yumurtalik ve
meme dokularinda bir tutulum gorilmiistiir. %ID/g degerleri sirasiyla
yumurtalik i¢in 0.35, 0.29, 0.14; meme i¢in 0.50, 0.33, 0.19 olarak
birbirine yakin degerler bulunmustur. Cizelge 4.9’da ise meme-

yumurtalik arasi istatistiksel bir anlamlilik goriillmektedir (P<0.05).

Biyodagilim grafiklerine bakildiginda radyoisaretli bilesigin hem
disi hem de erkek sicanlarda temel atiliminin bobrek ve mesaneden
oldugu goriilmektedir. Her iki tiir i¢inde bobreklerde %ID/g degerlerinin
calisma periyodu boyunca hemen hemen benzer oldugu yaklasik 0.5
olarak saptanmistir. DTPA bir bobrek ajam1 olup, dolayisiyla
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bobreklerden atilimin gergeklesmesi beklenen bir sonugtur. BevMab
bilesiginin DTPA ile konjugasyonu sonucu yapi hidrofilik oldugu ve
lipofilite degeri azaldig1 i¢in bobreklerden atilim gézlenmektedir. Bunun
yani sira Pillai ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada karboksilik asid
gruplar1 iceren komplekslerin hidrofilik hale geldigi ve bobrek yoluyla
temizlenme gosterdigi sonucuna varmiglardir (Pillai et al., 1999). Ancak
bizim c¢alismamizda erkek sicanlarda 60. dakikadaki mesane
tutulumunun (%ID/g degeri 1.57), disilerdeki orana gore (%ID/g degeri
0.48) yaklasik 3 kat daha fazla oldugu, bunu takiben diger dakikalarda ise

benzer bir tutulum gosterdigi goriilmiistiir.

Kalp, testis ve bobrek dokularinda VEGF’nin varligi rapor
edilmistir (Jakeman et al., 1992). Lin ve arkadaslari '®I ile isaretli
BevMab bilesiginin normal tiimor igermeyen tavsanlarda 48 saat sonra
mesane ve bobrekler yanisira kalp ve testis icin yliksek radyoaktivite

tutulumu gozlemislerdir (Lin et al., 1999).

Nagengast ve arkadaglart ise SKOV-3 (insan ovarian kanseri)
hiicreleri igeren erkek athymic nude mice cinsi hayvanlar iizerinde *!In-
bevacizumab-DTPA ile yaptiklari biyodagilim sonuglarinda, 24., 72. ve
168. saaatlerde diger organlara gore kalp ve kanda zamanla azalan diger
organlara gore ylksek bir tutulum, yine ayni saatlerde karaciger ve
dalakta ise zamanla sabit kalan yiiksek bir tutulum degeri ile

karsilasmiglardir (Nagengast et al., 2007).
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Bir baska calismada ise “°Bi ile isaretli cDTPA-bevacizumab’in
yiiksek bir bobrek tutulumu yanisira, karaciger ve dalakta ise diisiik bir
tutulum tespit edilmistir (Abbas et al., 2008). Hidrofobik bilesiklere
kiyasla hidrofilik analoglarda karaciger ve akciger tutulumu daha azdir
(Delpassand, 1996). Bizim calismamizda ise gizelge 4.7 ve 4.8 de yer
alan erkek ve disi siganlarin kalp, kan, karaciger ve dalak dokusuna ait
%ID/g degerleri birbirleriyle kiyaslandiginda hemen hemen yakin

olduklar1 goriilmektedir.

Erkek siganlarda hem biyodagilim hem istatistik olarak (Cizelge
4.6.) uyum gosteren organlardan biri de kalin bagirsak olarak
saptanmigtir (P<0.05). Sirasiyla %ID/g degerleri 0.17, 0.07, 0.83 olmak
lizere goriilecegi gibi 240. Dakikadaki tutulum ile 420. dakikadaki
tutulum degerleri arasinda mevcut 11.85 kat artis s6z konusudur. Sekil
4.9’a bakildiginda, 420. dakikada radyo isaretli bilesigin mide atilimi
sonrast kalin bagirsakta bosaltimin devam ettigi goriilmektedir. Ayrica
disi sicanlar ile erkek sicanlarin kalin bagirsaktaki 240. dakikadaki
%ID/g degerleri oran1 4.28’dir.

Testislerde de her hangi bir yiiksek aktivite gozlenmemis olmasina
ragmen, prostat dokusunda 60. dakikada ulasilan %ID/g degeri 240.
dakika ile oranlandiginda 12.25, 420. dakika ile ise 6.12 kat gibi daha
yiiksek degerlere ulagilmistir. Cizelge 4.8 Pearson korelasyonuna gore
istatistik sonucunun biyodagilim sonucunu destekledigi goriilmektedir

(P<0.05).
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Bizim c¢alismamizda DTPA gibi hidrofilik bir bilesigin yapiya
takilmasiyla hem erkek hem de disi hayvanlara ait biyodagilim
sonuglarindan elde edilen %ID/g verileri arasinda ¢ok net bir fark
izlenmemis olmakla birlikte, yapilan her iki cins hayvan deneylerinde
diger organlara kiyasla c¢ok yiiksek mide tutulumu goézlenmistir. Disi
siganlarda 6zellikle midede tutulum erkeklere gore daha yiiksek olup,
ozellikle disi sicanlarda 240. dakikada erkek si¢anlardaki mide tutulumu
orani yaklasik 18 kattir. Literatiirde endotel fenestrasyonu (penceri
diizeni, delikli) gosteren kapiller damarlarin VEGF sinyallerine bagiml
oldugu, tiimor damarlarinda endotelyal fenestrasyonlarin olmast VEGF
inhibisyonuna duyarliligi arttirabilecegi belirtilmistir. (Inai et al., 2004;
Kamba, 2006; 2007). Bunun yani sira literatiirde fenestre (delikli)
kapiller damarlarin, tiimorlii dokularda oldugu kadar endokrin
organlarinda, gastroinstestinal sistem, bdbrek glomeruli ve beynin
spesifik bolgelerinde de bulundugu rapor edilmistir (Roberts and Palade,
1997; Esser et al., 1998).

4.6 Istatistik Analiz Sonuclar:

Biyodagilim sonucu elde edilen verilerin istatistiksel analizleri
(Univariate Variance Analyses) SPSS 13 programi kullanilarak
yapilmistir. %MTc-BevMab-DTPA bilesigi icin disi ve erkek sicanlar
iizerinde yapilan biyodagilim sonucu organlar arasinda Pearson
korelasyonu uygulanmistir. Pearson korelasyonuna gore isaretli bilesigin
tutulumu ile organlar arasinda bir iliski tanimlanmaktadir. Anlamlilik

diizeyi (P) degeri ile ifade edilecek olursa P < 0.05 degeri anlamli olarak
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kabul edilmistir. Ozellikle disi sianlarda, mide ile karaciger, ince
bagirsak, dalak, pankreas, yumurtalik ve gbz arasinda, pankreas ile
yumurtalik ve meme arasinda, rahim ile yumurtalik arasinda mevcut
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik s6z konusudur. Erkek si¢anlarda
ise mide ile ince bagirsak, dalak ve goz arasi, prostat ile karaciger, kan
arasi, dalak ile akciger ve goz arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur. Her bir organ i¢in yapilan varyans analizinde
organ ile siire iligkisine bakildiginda disi sicanlarda kalin bagirsak,
pankreas, rahim ve kemikte, erkek siganlarda ise kalin bagirsak, mide ve
dalak arasinda mevcut istatistiksel olarak anlamli bir farklilik s6z
konusudur. (P < 0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir). Cizelge 4.6,
4.7, 4.8, 4.9°dan da goriilecegi gibi erkek ve disi sicanlar ile yapilan
biyodagilim ¢aligmalarinda bazi organlara ait P ve r (korelasyon

katsayis1) degerleri verilmistir.

Cizelge 4.6. Varyans analizi sonucuna gore erkek sicanlar ile yapilan biyodagilim
¢alismalarinda bazi organlara ait P ve r (korelasyon katsayisi) degerleri.

Organ P Degeri r Degeri
K.Bagirsak 0.00 0.81
Mide 0.00 0.83

Dalak 0.04 0.52
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Cizelge 4.7. Varyans analizi sonucuna gore disi sicanlar ile yapilan biyodagilim

caligmalarinda bazi organlara ait P ve r (korelasyon katsayisi) degerleri.

Organ P Degeri r Degeri
K. Bagirsak 0.04 0.53
Pankreas 0.01 0.67
Rahim 0.03 0.57
Kemik 0.02 0.64

Cizelge 4.8. Pearson korelasyonuna gore erkek siganlar ile yapilan biyodagilim

¢aligmalarinda bazi organlara ait P degerleri.

Organ P Degeri
Mide-I. bagirsak arasi 0.03
Mide-Dalak aras1 0.01
Mide-Goz arasi 0.05
Prostat-Karaciger arasi 0.01
Prostat-Kan aras1 0.03
Dalak-Akciger arasi 0.01
Dalak-Goz arasi 0.01
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Cizelge 4.9 Pearson korelasyonuna gore disi siganlar ile yapilan biyodagilim

caligmalarinda bazi organlara ait P degerleri.

Organ P Degeri
K.Bagirsak-Yag arasi 0.02
Mide- Karaciger arasi 0.01
Mide-1. bagirsak arasi 0.02
Mide-Dalak arasi 0.03
Mide-Pankreas arasi 0.01
Mide-Yumurta arasi 0.02
Mide-Goz arasi 0.01

Pankreas-Yumurta arasi 0.01
Pankreas-Meme arasi 0.01
Rahim-yumurtalik arasi 0.03
Meme-Yumurtalik arasi 0.02

Cizelge 4.6 ve 4.7°den de goriildiigli iizere disi ve erkek sicanlar igin
yapilan varyans analizinin sonucuna gore her iki cins i¢inde kalin
bagirsakta, cizelge 4.8 ve 4.9°da ise Pearson korelasyonuna gore mide ile

ince bagirsak, dalak ve g6z arasinda istatistiksel bir uyum gortilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

BevMab bilesigi ile DTPA’nin konjugasyonu sonucu olusan
BevMab-DTPA bilesiginin *"Tc radyoniiklidi ile isaretlenme potansiyeli
TLRC, ve HPLRC analizleri yontemleri ile degerlendirilmis, %95’in
iizerinde bir isaretleme verimi bulunmustur. Serumda stabilite ¢aligmalari
9mTc-BevMab-DTPA bilesiginin 37 °C’de calisma periyodu siiresince

oldukca kararl oldugunu gostermistir.

Hem disi hem de erkek sicanlarda biyodagilim sonuglarinin
erkeklik ve disilik organlari disinda kalan organlar %ID/g degerleri
belirgin bir farklilik gdstermedigi goriilmiistiir. Ancak isaretli bilesigin
tutulumu; o6zellikle disi hayvanlar igin mide, meme, yumurtalik, erkekler
icin ise mide yanisira prostat, kalin bagirsak gibi organlarda 240.
dakikaya degin istatistik sonuglariyla da uyum igerisinde olmasi
nedeniyle  tiimoér  dokusunu  goriintilemede  kullanilabilirligi

Onerilmektedir.

Sonug olarak yapilan bu galisma dogrultusunda, anjiogenezisde
kilit rol oynayan VEGF’e kars1 etkin olan Bevacizumab’in, DTPA ajani
ile daha hidrofilik bir yapiya doniistiiriilerek BMTe ile isaretli bilesiginin,
kanserde in vivo gOriintileme ajan1 olarak kullanilabilinecegi
diisiiniilmektedir. Hiicre kiiltlirii deneyleri ve tiimorli hayvan modeli
iceren ilave caligmalarla, elde edilen sonuglarin gelistirilerek, bilesigin,
erken tiimor dedeksiyonu yanisira, timdr gelisiminin inhibasyonuna da

yonelik ilerlemelere katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
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