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OZET

BENZODIAZEPIN (DIAZEPAM) VE CYCLOPYRROLONE
(ZOPiCLONE) GRUBU FARMASOTIKLERIN I-131 ILE
ISARETLENMESI

YURT, Fatma
Doktora Tezi, Niikleer Bilimler
Tez Yoéneticisi; Prof. Dr. Perihan UNAK
1998, 176 sayfa

Kisa 6miirla radyoizotoplarla isaretli radyofarmasétikierin Niikleer
Tip'taki kullanimlarinin giinden giine artmasi bu radyoizotoplarin elde
edilmesi ve radyofarmasétiklerin hazirlanmas: ile ilgili diger disiplinlerin
de 6nemini arttirmustir. Kugkusuz Niikleer Tip'in gelismesi bu konu ile
ilgili disiplinler olan Radyofarmasi ve Radyokimya'min da gelismesine
baghdir.

Bu galigmada bu diigtinceden hareketle yeni bir radyofarmasétikler
grubu olarak benzodiazepin grubundan 1.4 benzodiazepin ailesinin bir
tyesi olan ve genig ¢apta uyku ilaci olarak kullamlan diazepam,
cyclopyrrolone ailesinin yeni bir tiirevi olan zopiclone (4-metil -1-
piperazin karboksilik asit, 6-(5-kloro-2-piridin)-6-7-dihidro 7-okso-5 H-
pirrol [3.4-b] pirazin-5 ester) isimli farmasétikler I-131 ile isaretlenmis
ve radyofarmasdétik potansiyelleri belirlenmeye galigiimigtir.

Diazepam'in 1-131 ile isaretlenmesi ile ilgili olarak CAT ve
iodogen yontemleri denenmis ve her iki yontem i¢in de optimum
igsaretlenme kosullan belirlenmigtir. CAT y6ntemi i¢in en uygun kosullar;



diazepam miktari 1 mg, CAT miktan 11.2 mg, reaksiyon siiresi 30
dakika, reaksiyon sicaklifi oda sicaklii'dir. Bu yénteme gére elde edilen
131IDZ verimi % 72.5'dir.

Iodogen yontemine gore ise uygun kogullar; diazepam miktar 1-5
mg, iodogen miktari 1 mg, reaksiyon stiresi 15-20 dakika ve reaksiyon
sicaklifn oda sicakhf1 olarak belirlenmistir. Asidik sartlarda yapilan
isaretlemede % 84 isaretleme verimi elde edilirken ticari ampul ¢dzeltisi
icindeki notral sartlarda % 64 isaretlenme verimi elde edilmigtir. Bu
sartlarda elde edilen 131IDZ'in spesifik aktivitesi 0.28 Ci/mmol
mertebesindedir. |

Zopiclone'nun I-131 ile isaretlenmesinde bu yontemler basarihi
olmamis ve erime noktasinda halojen yer degistirme yontemi iyi sonug
vermistir. Bu yontemde en uygun isaretleme kogullari; zopiclone miktan
1 mg, reaksiyon sicakhifn 70-80 °C, reaksiyon stresi 1 saat'dir. Bu
kosullarda 131IZP verimi % 96.8 dir. Spesifik aktivite 0.15 Ci/mmol
mertebesindedir. '

Her iki radyofarmasétigin lipofilitesini tesbit igin n-oktanol/su
oranlan tayin edilmis ve !31IDZ i¢in 1.9, 13HZP i¢in 1.6 bulunmustur.
Her iki isaretli bilesiginde radyofarmasétik potansiyelleri belirlemek igin
in vivo denemeler yapilmugstir. Siganlar lzerinde yapilan biyolojik
dagilim g¢alismalan 131IDZ'!n bobrek, karaciger, akciger, beyin gibi
organlarda 1311ZP'nun ise dalak, kas, akciger, karaciger, yag dokusu,
beyin gibi organlarda en ¢ok birikim gosterdiklerini gostermigtir. Gama
kamera ile tavsanlar ilizerinde yapilan sintigrafik galiyma sonuglan da
siganlar ile vyapilan Dbiyolojik dagilim c¢alismast  sonuglarim
desteklemektedir.

Anahtar sozciikler: Diazepam, Zopiclone, iodogen yontemi, I-131 ile
isaretleme, halojen yer degistirme yontemi, CAT y6ntemi.
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ABSTRACT

LABELING OF BENZODIAZEPINE (DIAZEPAM) AND
CYCLOPYRROLONE (ZOPICLONE)
PHARMACEUTICALS WITH I-131

YURT, Fatma
PhD, in Nuclear Sciences
Supervisor; Prof. Dr. Perihan UNAK
1998, 176 pages

Since usage of radioisotopically labeled radiopharmaceuticals
increase day by day, importance of the other disciplines that is related
with this area have increased.

Certainly developing of the Nuclear Medicine dependes on the
Radiopharmacy and Radiochemistry that are the most related disciplines
with this scientific area.

In this study, diazepam is a derivative of the 1.4 benzodiazepine
family that the most widely used drugs as anticonvulsant agents and
zopiclone (4-rﬁethyl-l-piperazine carboxylic acid, 6-(5-chloro-2-
pyridyl)-6,7-dihydro-7-0x0-5 H- pyrrolo-[3.4-b]-pyrazin 5-yl ester) is a
new derivative of the cyclopyrrolone family have been labeled with I-
131, as new radiopharmaceuticals and their radiopharmaceutical
potentials have been determined.

CAT and iodogen methods have been tried for labeling of
diazepam with I-131 and optimum labeling conditions have been
determined for both methods. The optimum conditions for CAT



methods; diazepam amount is 1 mg, CAT amount is 11.2 mg, reaction
time is 30 minutes, reaction temperature is room temperature. 1311DZ
yield is 72.5 % according to this method. The specific activity of labeled
compound was 0.28 Ci/mmol level.

The optimum conditions for iodogen method; diazepam amount
is 1-5 mg, iodogen amount is 1 mg, reaction time is 15-20 minutes and
reaction temperature is room temperature. Eighty-four percent and 64 %
labeling yields were obtained for acidic and neutral media respectively.
Specific activity of labeled compound was 0.28 Ci/mmol level.

Labeling of zopiclone with I-131 couldn't be succeeded by these
methods. For this reason, halogen exchange at melting point method was
tried and gave good result. Optimum labeling conditions according to
this method; zopiclone amount is 1 mg, reaction temperature is 70-80 °C,
reaction time is one hour. Labeling yield is 96.8 %. The specific activity
of labeled compound was 0.15 Ci/mmol level.

The ratios of n-octanol/water were determined for both
radiopharmaceuticals 1.9 for 131IDZ, 1.6 for 131[ZP were found. In vivo
experiments have been done to determine radiopharmaceutical potentials
of both labeled compounds. Biodistribution studies on rats showed that
131IDZ has accumulated in kidneys, liver, lungs, brain tissues while
1311ZP has accumulated in spleen, muscle, lungs, liver, fat tissus and
brain tissues.

Scintigraphic results taken with gamma camera on rabbits agree

with biodistribution results of rats.

Key words: Diazepam, Zopiclone, iodogen method, labelled with 1-131,
halogen exchange method, CAT method.
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1. GIRIS

1.1 BENZODIAZEPIN GRUBUNDAN; DIAZEPAM'IN
FARMAKOLOJIK OZELLIKLERI VE ETKILERI

Benzodiazepin'ler kas gevsetici, sakinlestirici ve teskin edici
ajanlar olarak etki eden ilaglardir. Sekil 1.1'de kimyasal formiilii gorilen
benzodiazepin klinik tipta genis gapta kullanilirken farkli 6zelliklerinden
dolayrm bunlann turevlerinin  biyokimyasal mekanizmalan iyi
anlagilamamaktadir (Tallman et al., 1980).

Sekil 1.1 1.4 Benzodiazepin'in kimyasal formiili.

Benzodiazepin tirevleri fonksiyonel gruplara baghh olarak
adlandinilirlar. Klinik uygulamalarda en ¢ok kullanilan tiirevleri ise
diazepam, klorodiazepoxide, oxazepam, klorozepate, flurazepam'dir.
Klorodiazepoxide: Saf klorodiazepoxid'in suda ¢6zinen hidroklorit tuzu
klinik kullantm ig¢in zayif bazik madde ile desteklendirilmistir. Bu ilag;
¢ozelti halinde ve UV ismnlan etkisinde kararsizdir. Bu nedenlerden



otird, oral yoldan kullamlacak klorodiazepoxide opak kapsiller iginde
paketlenmeli, parenteral enjeksiyon gézeltileri ise taze hazirlanmali ve
hemen kullanilmalidir. Cogu uygulamalarda, kandaki konsantrasyon 4
saat i¢inde maksimuma ulagir. Béylece oral veya intraventéz dozlar
kullamlarak hizli bir sekilde guvenilir agn kesici etkileri olugturulur.
Normal insanlarda yan-6mrii 6-30 saat arasindadir. Yash kimselerde ve
hepatit hastalarinda ilag metabolizmasinin ¢ok daha yavag olmasi
milmkiindiir. Klorodiazepoxid'in tekrarlanan dozlan halinde ilag ve iki
aktif metabolitinin insan viicudunda birikmesi dolayisiyla kiimualatif
klinik etkiler olugabilir.

Oxazepam: Oxazepam'm biyotransformasyonu 3-hidroksidin
substitiisyonu ile kolaylagtnlmigtir. Idrardan glukuronid tiirevi olarak
dogrudan bir sekilde disan atilmaktadir. Metabolit olmayan ara urtinler
insanda tammlanmistir. Hasta kigilerde biyotransformasyon yan-6mrii 3-
21 saat arasindadir. Oxazepam'in psikofarmakolojik olarak inaktif iiriine
nispeten hizli bir sekilde metabolize olmasindan dolayr kronik terapi
sirasinda kiimiilatif etkiler diazepam veya klorodiazepoxid'den ¢ok daha
az 6nemlidir.

Flurezapam: Flurezapam'in, oral uygulamalar igin suda
¢ozinebilir sekli mevcuttur ve dihidroklorid tiirevi olarak piyasaya
sunulmaktadir. Flurezapam N-1 bulunduran halkanin bozunumuyla gok
hizli bir sekilde metabolize olur. Kronik terapi sirasinda veya hatta ¢ok
biyiik tekli dozlardan sonra kanda dedekte edilebilir. N-1 subsitiite
olmamus analogu, kanda esas metaboliti 50-100 saatlik yan-6mir ile
yavas transformasyona ugrar. Bu psikofarmakolojik aktiviteye sahip olan
metabolit flurezapam ile kronik tedaviler sirasinda kanda birikebilir.
Béylece flurezapam terapinin sonlanmasindan sonra artik etkileri ile
tekrarlanan dozlarla kiimiilatif klinik etkiler gosterebilir.

Klorazepate: Literatiirlerde klorozepate ile ilgili ¢ok fazla
kliniksel farmokinetik ¢alismalar yoktur. Ilag diazepamin N-1 demetil



analogunun ¢ok hizli bir sekilde hidrolizlenmesi sonucu iretimigtir.
Klorazepate ile tedavi sirasinda, demetildiazepam'in insanda yavag bir
sekilde biyotransformasyonundan dolay1 uzun siireli ve kiimiilatif etkileri
onceden beklenebilir (Greenblatt et al., 1974; Tallman et al., 1980;
Zoghbi et al., 1992).

Diazepam: Ag¢ik formiilii 7 kloro 1.3 dihidroksi-1-metil-5-fenil-
2H- olan bir 1.4 benzodiazepin tiirevidir. Sarnt veya beyaz renkli kristal
toz yapisindadir. Erime noktast 133-135 °C molekul agirhg 284.74 gr
dir. Havada kararl bir maddedir. Suda ¢ok az, alkol ve kloroformda iyi
¢Ozunur.

Diazepam ampul de uygun bir ortamda sterilize edilmistir. Tagiyici
¢6zgen olarak % S5 sodyum benzoat, % 40 propilen glikol, % 10 etil
alkol, % 1.5 benzil alkol igerir (USP XXILNF XVII The Uni. States
Pharm. The National Formulay, 1990).

Sekil 1.2 Diazepam'in kimyasal formuli.

Sekil 1.2'de kimyasal formiilii verilen diazepam viicutta yavag
metabolize edilmesi nedeniyle etki siiresi uzun olan benzodiazepin tiirevi
bir trankilizan olup insanda 50-100 saatlik yan 6mri ile uzun etkili bir
ilagtir (Greenblatt et al.; 1974, Kayaalp, 1982). Diazepam insan
terapisinde genis bir sekilde kullanilan bir sakinlestiricidir. Trankilizan
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ve santral kas gevsetici etkisine ilave olarak belirgin antikonviilsan etki
gostermesi nedeniyle benzodiazepinler arasinda en giiglii ilagtir. Yeni
bulunan bir ilag olan lorazepam harig, trankilizan etkisi yéniinden de en
giicli benzodiazepin tiirevidir. 5 mg'hk bir dozu trankilizan etki
bakimindan 10 mg klorodiazepoxide, oxazepam veya medazepam ile
esdegerdir.

Benzodiazepin'lerin eliminasyon yarilanma Omiirleri bireyler
arasinda genis Olgiide degiskenlik gosterir. Bunun nedeni kisilerin
biyotransformasyon kapasiteleri ve ilag dagilim hacimleri bakimindan
farklilik gostermeleridir. Degiskenlikte rol oynayan diger bir faktor
yastir. Diazepam mide-barsak kanalindan hizli absorbe edildigi igin
etkisi ¢abuk baglar. Absorpsiyonu % 75 oraminda olur. Karacigerde
kismen demetilasyona ugrar ve etkin bir metabolit olan
demetildiazepam'a dénigir. Eliminasyonu yavagtir. Her giin aynt dozda
devaml alindiginda bir haftada kararli duruma erigir, etkisi bu sire
icinde giderek artar ve sonunda maksimum diizeye ulagir. Diazepam
mide-barsak kanalindan hizla absorbe olurken plazma konsantrasyon
pikine oral uygulamalarda yaklasik 30-90 dakika iginde ulagilir. Kan
beyin bariyerini geger ve diigiik plazma konsantrasyonu piki, yitksek lipid
¢cozinirlogi gibi ozelliklerinden dolayr intravendéz uygulamalarnt kisa
sireli anestezik islemlerde kullanilabilir. Diazepam'in intravendz
enjeksiyonu dakikada en fazla 5 mg/1 ml ilag verilecek sekilde yavag
olarak yapilmalidir. Beyinde hemen etkili olan diazepam doku ve yag
depolarina yeniden dagilima baglarken baslangigtaki etkisi hizla azalir.
Diazepam genis bir sekilde karacigerde demetildiazepam'a metabolize
olur. Demetildiazepam'a ilaveten aktif metabolitleri oxazapam ve
temazepam'dir. Bu aktif metabolitlerin relatif oranlar1 degismekle
birlikte (Martindale The Extra Pharm. 1989), farede ve gine domuzunda
(Bastos, 1990) baskin olan aktif metabolitin N-demetildiazepam, fare ve
gerbilde ise oxazapam oldugu rapor edilmistir. Metabolit iiriinleri serbest



veya bilesik yapisinda idrardan disan atilirlar. Cok genis bir sekilde
plazma proteinine baglanir. {laveten kan-beyin bariyerini gegen diazepam
ve onun metabolitleri de plasental bariyeli asar ve gogus siitii ile bebege
gecer (Martindale The Extra Pharm. 1989; Kayaalp, 1982).

Benzodiazepin'lerin molekiiler etki mekanizmalan ile ilgili olarak
deginilmesi gereken konulardan bir digeri benzodiazepin reseptorleri ile
GABA (gama aminobiitirik asit) reseptorleri arasindaki iligkidir.
Noronlarda inhibisyondan sorumlu iyon olan kloririin gegtigi kanal, tipki
reseptor molekiilit gibi biyitk bir makromolekiil olarak kabul edilir ve
kloriir iyonoforu diye adlandinilir. Beyinde benzodiazepin reseptdrlerinin
dagilimi GABA reseptorlerininki ile yakin bir korelasyon géstermez, bu
nedenle ancak bazi yerlerdeki GABA reseptorlerinin benzodiazepin
reseptorleri ile kenetlenmis oldugu samlmaktadir. Benzodiazepin
reseptorii, GABA reseptérii ve kloro iyonoforu tuglii bir kompleks
olustururlar. Bu komplekse baz1 kaynaklarda 'GABA reseptori regiilator
birimi' ad1 verilmigtir (Kayaalp, 1982).

Radyoreseptor baglanma deneyleri, benzodiazepin reseptor
sisteminin biyolojik, norolojik, farmakolojik galigmalarinda 6nemli bir
teknik olarak genis bir sekilde kullanilmaktadir (Saji et al, 1993).
Benzodiazepin reseptérlerinin in vivo olarak gosterilebilmesi igin bu
ligand beyin tarafindan hizla tutulmali ve aynca hedef reseptér bu
ligandla yiiksek bir aktivite ile birlesmelidir. Diazepam gibi 1.4
benzodiazepin bilegikleri, beyin tarafindan yiiksek ekstraksiyon
potansiyeli gosterir (Iida et al., 1994). Bilindigi gibi radyoaktif isaretli
reseptér goriintileme ajanlan, yiksek spesifik aktiviteye sahip ve
kastedilen reseptor igin spesifik olmalidir. Radyoaktif isaretli
benzodiazepin antogonistleri, insan beyninde benzodiazepin -GABA
reseptér yerlerin, miktarimu ve in vivo goruntillemeler igin faydalidir. Bu
zararsiz goruntileme teknolojisinin epilepsi hastalann igin tedavi



planlamas1 ve diagnosis i¢in de kullamlabilecegi ileri stirilmektedir
(McBride et al., 1991).

Tallman ve  arkadaglarina  (1980) gore; GABA  ve
benzodiazepin'lerin etkilesimi ile ilgili birkag mekanizma oldugu ileri
strilmustiir. Laboratuvarda elde edilen elektrofizyolojik ¢alismalar da
benzodiazepin ve GABA arasinda oldugu ileri siiriilen sinerjistik iligkiyi
destekler. Benzodiazepin baglanma yerlerinin ¢evresi oldukga
kompleksdir ve beynin bazi bolgelerinde en aza ulagir, diazepam agik
klor iyonoforu GABA reseptorleri ile birbirlerini etkilerler. Bu
girisimlerin bir kismu dogrudan ve digerleri fosfolipid sentezi kontrollu
membrana-bagh enzimler ile girisimine bagli olabilir (Tallman et
al.,1980).

Innis ve arkadaglan (1991) tarafindan yapilan galigmada
benzodiazepin tirevilerinin (1251 Ro 16-0154'in, 3H Ro 15-1788) aym
yerden isaretli olmasina ragmen 37 °C'de iyot- bilesiginin (Ro 16- 0154)
floriir igeren (Ro 16-0154) bilesikten beyinde 10 kat daha fazla ilgiye
sahip oldugu gorilmigtir. Ro 15-1788'm 11C ile isaretli bilesigi insan ve
insan olmayan beyindeki benzodiazepin reseptorlerinin dagilim miktarn
ve lokalizasyonun tesbiti i¢in bagarili bir sekilde kullamiimaktadir.
Yapilan ¢ahigmalar sonucunda 1231 ile isaretli Ro 16-0154'm insanlarda
benzodiazepin reseptdrlerinin SPECT ile gorintillemek igin faydal
oldugu onerilmigtir. Ilaveten iyot ile isaretli bilesik flor ile isaretli
bilesikten daha fazla lipofiliteye sahiptir, su ve oktanol arasindaki
dagilim katsayis1 2 kat daha buyiktir. (Ro 16-0154)1n yiiksek lipofilitesi
onun nadir olarak yiiksek beyin alimmindan (enjekte edilen dozun % 10)
mesul olabilir (Innis et al., 1991).

Benzodiazepin reseptor sisteminin biyokimyasal biitinliigtindeki
degismeler psikiyatrik bozukluklar, c¢esitli nérolojik gelismeler ve
Huntington ve Alzheimer hastaliklan ve epilepsi'de igine alan
gelismelerle iligkilidir. PET (Positron Emission Tomography) ve SPECT



(Single Photon Emission Computed Tomography) goriintileme
yontemleri kullanilarak  benzodiazepin reseptérlerinin  in  vivo
goéruntilenmesi ile ilgili caligmalar yapilmigtir. Boyle ¢aligmalar igin tek
radyoligand ile SPECT ve PET yontemine gore benzodiazepin
reseptorlerinin aragtirilmasi ve heriki gériintileme metodunun dogrudan
bir sekilde Kkarsilagtinlmasi igin pozitron ve tek 1gmn  salan
radyoizotoplarin herikisiyle de isaretli ligandin kullanimi faydal
olacaktir. Buna gore Iida ve arkadaslann (1994) tarafindan yapilan
caligmada diazepam'in 2'IDZ (2' iyododiazepam) tiirevi kimyasal sentez
ile hazirlanmis ve N-1 pozisyonundaki metil grubuna C-11 atomu ve 2'
pozisyonuna I-123 atomu baglanmistir. Bu bilesigin beyin benzodiazepin
reseptorleri igin diazepam'dan yaklagik 9 kat daha bayik ﬂgiye sahip
oldugu gosterilmistir (Irda et al., 1994).

PET ve SPECT teknolojisi insan ve insan olmayan (maymun)
beyinde ¢oklu neurotransmitter reseptorlerindeki lokalizasyonu
gorintilemede kullanilmaktadir. SPECT'te nispeten uzun yari-6miirlii y-
1sit salan radyoizotoplarkullamlir. Bu nedenle kisa 6miirlii f+ salan
radyoizotoplapn Uretimi igin kullamlmasi gereken siklotrona ihtiyag
duyulmaz. Bununla beraber SPECT epilepsi hastalarinda benzodiazepin
reseptorleri igin PET ile kaydedilen alimlardaki farkhliklar givenilir bir
sekilde disanidan o6lgme yetenefine sahiptir. Bdylece beyindeki
benzodiazepin reseptorleri igin SPECT aragtirmalarimn gelistirilmesi
kargilagtirilabilen PET radyoligand: kadar faydali olabilecektir (Johnson
et al., 1990).

Genel olarak benzodiazepin reseptér denemeleri igin 3H isaretli
1.4. Benzodiazepin'lerden; 3HDiazepam ve 3HFlunitrezapam radyoligand
olarak kullamlmustir. Bununla beraber 3H ile isaretli bilesiklerle
¢alismak karmagik ve zaman alicidirlar, radyoaktivitenin 6lgiimii igin siv
sintilasyon dedektorii gerekli oldugundan dolayr sistem karmagiktir.
Bunun yam sira 125] ile igaretli ligand Nal(T1) kuyu tipli sintilasyon




dedektoriinde daha kolay ve nicel olarak saptanabilir. Aynica 1251 ile
isaretli diazepam'm (2'IDZ) beyindeki benzodiazepin reseptérlerinin
nitkleer tip g¢aligmalan i¢in in vivo gorintileme ajam olarak
kullamlabilecegi onerilmigtir. 2'125IDZ'in kimyasal sentez yontemi ile
isaretlenme gartlarina pH ve sicaklik gibi parametrelerin  etkisi
incelenmigtir. 3HDiazepam igin rapor edilen bulgulardakine benzer bir
sekilde 125Tin 2TDZ'e baglanmas: sicaklifa bagh olarak diger.
4-15 °C'de spesifik aktivitenin arttig ve optimum pH'in pH= 7-7.4
arasinda oldugu ve bunun 3HDiazepam'imkine benzedigi goriilmiistir. Bu
calismada bu heriki bilesigin (HDiazepam ve 125IDZ) aymi reseptorlere
baglandign goralmastir. Bu sonuglar 125IDZ'm  benzodiazepin
reseptorlerinin tesbitinde kullamlabilecegini gosterir. Yiiksek spesifik
aktiviteli radyofarmasotiklerin avantajt  kiigik doku 6meklerin
kullammina ve ¢ok digilkk baglanma dizeylerinin dedeksiyonuna,
radyoreseptor deneylerinin yiiksek bir sekilde hassasiyetinin geligmesine
izin verir. Saji ve arkadaglan diazepam'in fenil halkasindaki (C-5) 2'
pozisyonu iyodinasyon igin en iyi pozisyon oldugu ve bu 2'1DZ'm
ilgisinin diger iyotlu diazepam tirevleri (3' ve 4') ile karsilagtinldiga ifade
edilmistir.

Diazepam tiirevleri kullanilarak yapilan fare deneylerinde; farenin
corticalinde test edilen tiirevler arasinda yalmzca 2'IDZ diger diazepam
tirevlerinden 3 kez daha fazla ilgiye sahip oldufu gorilmugtiir,
Kullamlan 2'1DZ'mn elde edilmesi; Nal25] ile diazepam'm bromlu
tirevinin Br-I yer degistirme reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. Bu
radyofarmasétiklerin beyinde hizli ve yiksek ahmim gosterdikleri ileri
strtilmektedir. Saji ve arkadaslan 1251 ile isaretli benzodiazepin'lerin
reseptorlerde yiksek ilgiye sahip bilesikler olmalari nedeniyle SPECT
caligmalar igin uygun olabileceklerini ileri siirmiglerdir (Saji et al.,
1993).



Maziere ve arkadaglan (1980) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
insan ve hayvanlanin beyin hiicre membranlarinda benzodiazepin
reseptor yerlerinin tesbiti i¢in C-11 ile isaretli flunitrezapam ve diazepam
kullanilmigtir. Bu galigmada bu benzodiazepin'lerin igaretlenmesi igin C-
11 radyoniiklidi segilmigtir. C-11 kisa yan-6miirli'diir (t1/2 = 20.4 dak.),
pozitron ve buradan 511 keV'lik y anhilation fotonlan salarak bozunur.
Bu radyoizotopla igaretli radyofarmasétik yiiksek spesifik aktiviteye
sahiptir, insana giivenilir bir gekilde verilebilir ve PET vasitasiyla digtan
dedekte edilebilir (Maziere et al., 1980).

Saji ve arkadaglan (1993) 1251 ile isaretli diazepamin
benzodiazepin  reseptér  yerlerini  gorintilemekte  ideal bir
radyofarmasétik oldugunu ileri sirmiiglerdir. 1251 ile diazepam'in
isaretlenmesinde olduk¢a karmagik ve uzun zaman alict bir yontem
kullamlmigtir. 2' bromodiazepam sentezlenerek daha sonra ortama
Nal25] ilave edilmis ve halojen-yer degistirme reaksiyonu ile 2'TDZ elde
edilmigtir (Saji et al., 1993).

Enstitiimtizde yapilan bu ¢aligmada 1-131 kullamilarak diazepam'in
isaretlenmesi, iodogen ile yiikseltgeme yontemi ile gergeklestirilmigtir. I-
131'in yan-6mri 8.04 giin olmas: nedeniyle I-125'e (t1/2 = 65 giin) gore
daha avantajlidir. I-131'in bozunumuyla salinan 364 keV'lik y fotonlan
SPECT ¢aligmalar i¢in kullanilabilir.
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1.2 CYCLOPRROLONE GRUBUNDAN; ZOPiCLONE'NUN
FARMAKOLOJIK OZELLIKLERI VE ETKILERI]

Benzodiazepin'ler digindaki bilesikler arasinda "GABA reseptor-
benzodiazepin reseptor-klor kanal kompleksi” ile girigim yapan bilesikler
oldugu bulunmustur, cyclopyrrolone ailesi bu bilegikler arasinda 6zel bir
yere sahiptir. Ilk olarak Rhone Poulenc firmasinda 500 bilesik
sentezlenmis ve cyclopyrrolone ailesinin genel formiilii Sekil 1.3'de de
gorildagi gibi karbamik asit tarafindan 1-pozisyonundaki heterosiklik ve
5- pozisyonundaki alkol fonksiyonu ile esterlesmis ve 34
pozisyonundaki siklik (benzen ¢ekirdegi veya heterosiklik) ile 2-prolin
kondense olmug durumdadir (Julou, 1985).

Sekil 1.3 Cyclopyrrolone'larin genel kimyasal yapisi.

A (6mekler) HET (6rnekler)
Benzen Pridin
Pridin Pridazin
Pirazin Kinolin

Dihidro dithinin Naftahidridin
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A ve HET gruplarnna gore cyclopyrrolone'lar farkli isimler ile
adlandinlmaktadirlar. Buna gére zopiclone'nun molekiiler formiili Sekil
1.4'de verilmektedir.

Q
N
N N
Y ¢l
O=C—
N N—CH

Sekil 1.4 Zopiclone'nun kimyasal formiilii.

Sekil 1.4'de molekiiler yapisi goriilen zopiclone'nun 4-metil-1-
piperazin karboksilik asit 6 (5-kloro-2-piridin)-6,7-dihidro-7-okso-5-H-
pirrol [3,4-b]pirazin-5-ester agik formiild ile bilinir. Molekiler agirlig
388.8 g, erime noktas1 178 °C'dir. Bir cyclopyrrolone tirevi olan
zopiclone benzodiazepin'lerden olduk¢a farkli bir yapiya sahiptir fakat
benzer farmokolojik etkiler gosterir (Vire et al. 1993; Brun, 1988).
Zopiclone'nun aktif spektrumu, uyutucu, endise giderici, sakinlestirici ve
kas gevsetici ozellikleri ile benzodiazepin'lere benzer. Benzodiazepin
reseptorleri omuriligin  merkezi sinir sisteminde  kegfedilmis,
lokalizasyonu ve etki mekanizmasi genis bir sekilde aragtinlmgtir .

Zopiclone uykusuzlugun kisa siireli tedavisinde hipnotik olarak
kullamilmaktadir. Genelde 7.5 mghk dozlar geklinde oral olarak
kullamlmaktadir. Yetigkinlerde uykusuzlugun kesin tedavisi igin genelde
kullamlan doz 7.5 mg'dir, biyiik dozlar kullanilmasi halinde hipnotik
etki olmaksizin yan etkilerin olmasina sebep olur. Psikiyatri hastalar gibi
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bazi tedavi gruplarinda zopiclone'nun 10-15 mg kullamlmasi faydal
olabilir. Klinik galigmalarda zopiclone'nun kronik uykusuzlugun kisa
siireli tedavisinde ve uykusuzlugun tekrar tedavisi igin benzodiazepin'ler
kadar etkilidir.

lag iyi tolere edilebilir ve kisa yan émirlii olmasindan dolay:
'sabah-sonra’ uyuklama ve yorgunluk etkisi uzun etkili hipnotiklerden
daha azdir ve minimum kalic1 psikomotor bozukluklara sebep olur.

Zopiclone'nun sakinlegtirici, anticonvulsant ve kas gevsetici
ozellikleri benzodiazepin'lerle karsilagtirildifinda az etkili olmasina
ragmen, etkinin kisa strmesi ve hipnotik olarak daha iyi kullanilabilecegi
gosterilmigtir (Martindale The Extra Pharm., 1989).

Zopiclone uyutucu bir maddedir. Goa ve arkadagi. (1986)
tarafindan yapilan ¢aligmada S5, 7.5, 10 mg oral zopiclone dozlar,
yetigskin ve ihtiyar hastalar tizerindeki etkilerini incelemistir (Goa and
Heel, 1986). Bunun yamisira Duriez ve arkadaglan (1979) tarafindan
yapilan bir galismada kronik uykusuzluk hali olan hastalar {izerinde
calisilmistir. Zopiclone tim dozlarda ve 10 mg dozdan sonra uyku
kalitesi ve uykudan onceki siirenin kisalmas: nedenleriyle tercih edilir.
Uykusuzluk g¢eken ihtiyar hastalara; 3.75-10 mg arasinda zopiclone
verilmis ancak uyutucu etki olusturan optimum doz olarak 7.5 mg kabul
edilmigtir (Duriez et al., 1979).

Zopiclonenun farmokinetii su sekildedir: Oral yolla verilen 7.5
mg zopiclone hizl bir gekilde absorblanmaktadir. Alindiktan sonra 1 saat
icinde % 95'den fazlas: absorbe olmus olmas: gerektii Goa ve arkadag
(1986) tarafindan ifade edilmigtir. Diger taraftan Gaillet ve arkadaglan
(1983) tarafindan yapilan bir g¢aliyjmada kadin ve erkekler arasinda
absorbsiyonda farkliliklar oldugu bulunmustur. Benzer bir sekilde yash
goénilliilerde (65-85 yaglar) goriilen absorbsiyon orami ve zamana bagh
olarak konsantrasyon degerinin degisimi genglerin ki (20-25 yasg) ile
karsilagtinlabilir degerde oldugu ifade edilmektedir.
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Zopiclone'nun intervendéz alimimi, oral alimma goére oram daha
hizlidur. Insanda; 'ilk gegis' etkinin yaklagik % 80'i gibi 6nemli bir deger
oldugu ilen strilarken, ilk gecis etkisi oral kullamimlarda % 65 olarak
kaydedilmigtir.

Zopiclone'nun intravendz uygulamalarinda viicut igindeki dagilim
incelenmis; viicut dokularinda hizli bir sekilde dagildigi gorilmiistiir.
Zopiclone'nun artan oral dozlan ve intravendz dozlar, 16 saghkli
insanda incelenmis; zopiclone'nun dagilim hacmi yaklasitk 100 L ve
ilacin % 45 oraninda plazma proteinine baglandig: tespit edilmigtir (Goa
and Heel, 1986; Gaillot et al., 1983).

Zopiclone'nun insanda plazma kinetigi iki kisma aynlan agik
model ile iyt bir sekilde tamimlanmugtir, terminal yar-6mra 4-5 saat,
toplam viicut temizlenmesi uzun (300 ml/dakika), bobrekler ile
temizlenme ¢ok yavag (10 ml/dakika) dir. Doz ve konsantrasyon
arasindaki iligki; dozlar ve degigsmeyen bilesigin, 6énemli metabolitlerin
idrarda temizlenmesi tiim 6rnekler (tavsan harig) igin lineerdir. Onemli
metabolit bozunmalar (fare ve kopeklerde) dozun % 50'sinden gogu
dekarboksilasyon, idrarda (insanda) N-demetil ve N-oksit tiirevleri
olusumuna sebep olan N-demetilasyon ve N-oksidasyon etkisi % 30'dan
fazlasin igerir. Metabolizmanin giddetine bagh olarak, dozun yalnizca %
7-10'u degismeyen bilegikler olarak idrarda tesbit edilmektedirler.
Cocuklu annelerde =zopiclone'nun siit ve plazma kinetigi ise;
siit/plazmadaki oram 0.80 oranmindadir. Karaciger ve bobrek hastalarinda
farmokinetik parametrelerin diizensiz veya gok yavas oldugu gorilirken
goniillii insanlarda zopiclone'nun plazma yan-omrii yas ile artmaktadir
(Gaillot et al., 1983).
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i -

inaktif metabolitier

1 Jif@q
N
N-oksit (RP29780) _ N-demm(m'szzvs)
inaktif % 11 doz zopiclone ak6if % 15 doz
inaktif metabolitler inaktif metabolitler

' Sekil 1.5 Zopiclone'nun metabolik bozunum mekanizmasi.

Goa ve arkadagi (1986) ise zopiclone'nun ii¢ temel yolla genis bir
sekilde metabolize oldugunu ve alinan dozun yalmzca % 4-5'1 idrarla
degismeden atildigim 6ne strmiglerdir. Metabolizma ¢ basamakta-
gerceklesmektedir:
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1) Oksidasyon basamagi: Yan zincir Sekil 1.5'de molekiiler yapisi
gortilen az aktif olan N-oksit tiirevine doniigir (dozun %11).

2) Demetilasyon basamapi: Inaktif N-demetil zopiclone'na doniisir.
Dozun % 15'i bobreklerden digar atilir.

3) Dekarboksilasyon basamagi: % 50'si de dekarboksilasyon yoluyla
inaktif metabolite déniigen kismi CO; olarak akcifer yoluyla elimine
olur.

Zopiclone % 100 olarak 24-48 saat iginde 2 esas metabolizma ile
elimine edilmektedir. Tekli doz verilen hastalarda inaktif N-demetil
zopiclone igin 7-11 saat, aktif N-oksit metabolite ve zopiclone'nun
eliminasyon yan 6mrii 3.5 ve 6 saat arasindadir. Zopiclone'nun g¢oklu
dozu verilen gonillii hastalarda elde edilen datalar 6.5 saatlik
eliminasyon yari-6mrii oldugunu saptamiglardir. Intravenéz uygulamadan
sonra zopiclone 5 saatlik eliminasyon yarn-6mrii ile iki asamali
eliminasyona maruz kalir (Goa and Heel,1986).

Zopiclone'nun diger bir hipnotic olan benzodiazepin'ler ile
karsilastinldiginda, 7.5 mg zopiclone agrilan dindirme ve uykusuzlukta
5-10 mg nitrezapam ve 15-30 mg flurezapam, 0.5 mg triazolam, 20 mg
temazepam, 10 mg diazepam kadar etkili oldugu gorilmugtiir. 7.5 mg
zopiclone, kronik uykusuzluk g¢ekenlerde 2 mg flunitrozepam kadar
etkiliyken Wickstrom ve arkadaglan (1983) tarafindan yapilan ¢aligmada
zopiclone'nun ﬂunitrozepain’a tercih eden hastalarda uykuya dalig
stiresinin kisa oldugunu ifade etmiglerdir. Sonugta zopiclone alan
hastalarda 1 mg flunitrozepam verilenlerden daha iyi kalitede daha uzun
uyku goériilmigtiir (Goa and Heel, 1986; Liboux et al. 1987, Wickstrom et
al., 1983).

Gaillot ve arkadaglani (1983) tarafindan hayvan ve insanlar ile
yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen bulgular sunlardir:

1. Zopiclone; beyin ve gesitli dokularda hizli birgekilde absorbe olmakta
ve dagilmaktadir.
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2. Insanda oral biyolojik alim yaklasik % 80'dir.

3. Farmokinetigi doza bagli olmaksizin terapik sinirlarda lineer dir.

4. Zopiclone'nun kinetigi sekse bagh degildir.

5. Insanda ilk-gegis etkisi omemli degildir, plasma temizlenmesi
uygulamanin yolundan bagimsizdir.

6. Insanlarda esas metabolik bozunmalar yan zincirdeki N-oksidasyon ve
N-demetilasyon dur.

7. Urinde N-oksit ve N-demetil tiirevleri dozun % 30 sayilabilir.

8. Anne siitline gecis yaptifi igin siitte mevcuttur.

9. Tekrarlanan uygulamalardan sonra zopiclone kinetiginde higbir
degisiklik gozlenmez.

10. Zopiclone'nun eliminasyonu yasl hastakarda, karaciger ve bobrek
yetmezligi gekenlerde daha geg olmaktadir (Gaillot et al., 1983).

Saji ve arkadaglan sentez yontemi ile diazepam'1 I-125 ile
isaretlemiglerdir. Fakat bu yoéntem oldukg¢a zor ve zaman alici olmasi iyi
laboratuvar kogullan istemesi ve bilesigin 6nemi daha pratik igaretleme
yapilabilmesinin gerekliligini ortaya koymustur.

Bu cgaligmada diazepam dogrudan CAT ve iodogen yontemleri ile
I-131 ile isaretlenmesi ve etki eden paremetreler incelenmigtir.
Kullanilan yontemler i¢in en uygun kosullar saptanmustir.

Literatiirde zopiclone'nun sadece 3H ile isaretli bilesigi diginda bir
radyoniiklid ile isaretli radyofarmaso6tigi mevcut degildir. Caligmamizda
;:)I);az)}lé'nu erime noktasinda halojen yer degistirme yontemine gore
1311 jle isaretlemek mimkiin olmugstur. Isaretlenmeye etki eden
paremetreler incelenerek optimum kogullar saptanmuigtir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 RADYOIZOTOPLARIN URETIMI

Niukleer tipta kullanmilan radyoizotoplarin hepsi yapay olarak
tretilmektedir. Bu radyoizotoplar kararli hedef gekirdegin bir pargacik
ile bombardiman edilerek bagska bir cekirdege donistiiriilmesi ile
olusturulurlar. Bu olay transmutasyon olarak adlandinlir. Niikleer
reaksiyon iki basamakta olusur.

Birinci basamakta, bombardiman eden pargacik hedef gekirdege
girer ve bu c¢ekirdek tarafindan bu pargacifin kinetik enerjisi ve
baglanma enerjisi gekirdege ilave edilerek yakalanir. Yeni olugan bilesik
¢ekirdek bu ekstra enerjiyi nitkleonlar arasinda boliigtiiriir.

Ikinci basamakta bir veya daha fazla niikleon gekirdekteki
baglanma enerjisini azaltacak yeterli enerjiye sahip olunca, ¢ekirdekten
ayrilan parcacik bu ekstra enerjinin tamamim tagiyabilir veya yalnizca
¢ekirdekten kurtulacak kadar enerjiye sahip olabilir. Kalan enerji yeni
olusan ¢ekirdekten y-151m geklinde salinacaktir. Bunun radyoaktiflik
olmadigim, sadece basit olarak niikleer reaksiyonun ikinci kismim tegkil
ettifini belirtmek gerekir, Bombardiman eden ve ¢ekirdekten kurtulan
parcaciklar degisik olabilirler ve genellikle bunlar 1H*, 2H*, veya 4He2+
(a- pargaciklar) dir.

Tibbi radyoizotoplar ya nikleer reaktérde ya da partikil
hizlandiricilarda ve radyoizotop jenaretérlerinde {iretilmektedir.

Niikleer Reaktorler: Reaktorde zenginlestirilmis U-235 niikleer yakaut,
reaktér kalbine yerlestirilmigtir. Yakit ¢ubuklann hizi nétronlan
yavaglatan bir moderatér tarafindan kusatilmigtir. Termal nétronlar
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fisyondaki diger U atomlan tarafindan yakalamr, Gretilen ¢ogu nétronlar
bir zincir reaksiyonuna devam edebilir. Hizli n6tronlan yavaglatmak igin
kullamlan moderatorler genelde agir su veya grafittir.

Reaktorde olusan 1s1 su veya 1s1 degistirici denilen diger
soputucularla alimr. Izotop tiretimi i¢in, hedef materyalin reaktére
ulagabilmesini saglayan kapilar yapilr.

n,y reaksiyonlari: Notronlar ile olusan nikleer reaksiyonun en genel
tipidir ve reaksiyon 1) 0.025 eV enerjili (diisiik enerjili) termal nétronlar
ile olusur, 2) Uriin g¢ekirdek hedefin izotopudur. Kimyasal ayirma
miimkiin degildir ve diigiik spesifik aktiviteli tirin elde edilmektedir.

Omekler:
98Mo (n, v ) ®Mo ; 39Cr (n, v)3lCr

A (n,v) A*¥ —— > Breaksiyonu

Bazi orneklerde, driiniin aynilmasi (n,y) reaksiyonlan ile mumkindir,
¢unkii ilk radyoizotop Giriin A* kisa yan-6murla dir ve uzun 6murli
radyoizotop B'ye bozunur ve izole edilebilir. Bazi 6rnekler

B -
18 saat
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B-
130Te (n, ) BlTe ——mMm8— 131I (8 giin)
25 dakika

Fisyon Reaksiyonu 235U (n, f): U-235 termal nétronlan yakalar, bilesik
cekirdek olusur; bu g¢ekirdek ¢ok aktiftir ve orta kitleli radyoaktif
cekirdeklere bolinir. Orta kitleli pargalar izotop olmamalan nedeniyle,
kimyasal bir sekilde ayrlabilirler. Birgok radyoizotopu bu yolla elde
etmek mitmkandir. I-131, Mo-99, Xe-133 ve Cs-137 gibi birgok klinikte
faydali radyoizotoplar U-235'in fisyonundan tretilmektedir (Saha, 1992;
Kowalsky and Perry, 1987).

250 + Ip —————> 2363 ———> B3I}, 102y 41y
2 0 ) 53 39 0

Parcacik Hizlandiricilar: Hizlandinicilarla elde edilen radyoizotoplar
siklotron veya lineer hizlandiricilarda iretilmektedir. Yaklia pargacik
hizlandinicilarda elektriksel yik tagiyan proton, doteron, veya o
partikiilleri kullamilmaktadir. Kullanmilan yéntem; nukleer reaksiyonun
tipi ve istenilen verimde olmasina baglidir. Genelde radyofarmasétik
tretimi i¢in 30 MeV enerjili siklotronlar uygundur. Lineer hizlandinicilar
100-200 MeV enerji aralifinda pargaciklar tretebilir. Pozitif yukla
yiksek enerjili bombardiman pargaciklarinin hedef g¢ekirdegin itici
coulomb engelini yenmesi gerekmektedir. Yukla pargacikli niikleer
reaksiyonlar ile olugturulmus iiriin gekirdek; hedef gekirdegin izotoplan
degildir. Bu nedenle yuksek spesifik aktivitede elde edilebilir. Nikleer
tipta kullamlan bazi tipik hizlandincilarda dretilen radyoizotoplara

o6rnek:
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EC
1271 (p, 5n) 123Xe ————> 1231 (13 gaay)

2 saat

Hizlandiricilarda iretilen radyoizotoplarin genel 6zellikleri:

1) Elektron yakalama veya B bozunumu gésterirler.

2) Bu radyoizotoplar genellikle (carrier free) tagtyicisizdirlar.

3) Siklotron iirinleri niikleer reaktérde tretilenlere oranla ¢ok kiigik
miktardadir. Bu nedenle siklotron tiriinleri daha ¢ok pahalidir.

Radyoizotoplarm iiretimi icin kullanilan diger metodlar: Yeterince
uzun yan-6mre sahip olan g¢ofu radyoizotoplar niikleer reaktorler,
siklotronlar ve lineer hizlandiricilarda tiretilmektedir. Bu radyoizotoplar
niikleer tipta kullanim igin hazir kimyasal yapida tiretilmektedir. Bununla
beraber yan-6mrii olduk¢a kiigikk ¢ok faydali bazi radyoizotoplar; ticari
ureticiler tarafindan faydali radyofarmasétiklere doniigtiiriilebilecek hazir
kitler seklinde satilirlar. Bu radyoizotoplarin bazilan i¢in kisa émiirlii
radyoizotop iiretimine izin verecek jenerator sistemi gelistirilmigtir.

Jeneratorlerdeki ana ve Uriin niklidler izotop degildirler, ana
¢ekirdekten olugan iiriin ¢ekirdegi kimyasal olarak ayirmak miimkiindiir.
Jeneratorler vasitasiyla ana izotoplarin aktivitesi azalincaya kadar kisa
Omiirli diriin izotoplarn taze elde edilmesi miimkiin olur.

Niikleer tip'ta en gok kullanilan jeneratér Mo-99 — Tc-99m
jeneratoridiir. Jenetorlerdeki Mo-99 niikleer reaktorlerde uranyumun
fisyonundan irin olarak elde edilmektedir. Saflagtinimis Mo-99
jeneratér hazirlamak i¢in kullamlmaktadir. Niikleer tipta kullanilan
radyoizotoplarin listesi Cizelge 2.1'de verilmektedir.



Cizelge 2.1 Nikleer Tip'ta Kullamlan Baz: Radyoizotoplar. .
Bozunma gsekli Yarn-6mrii Foton Enerjisi (keV)

Radyoniiklid
C-11
F-18
P32
Cr-51

Co-57
Co-58
Fe-59

Ga-67

Se-75

Kr-81m
Mo-99

Tc-99m
In-111

In-113m
[-123

I-125

Xe-127

[-131

Xe-133
Hg-197
Hg-203
T1-201

B+
ix
B_
EC
EC
EC, B~
B-.
EC

EC

8-
EC

EC
EC

EC

B-
B
EC
8-
EC

20.3 dak.
109.0 dak.

14.3 giin
27.7 gim
270.0 gin

71.3 giin

45.0 giin

78.1 saat

120.0 giin

13.0 san.
66.7 saat

6.0 saat
2.8 giin

994 dak.

13.0 saat

60.0 giin

36.4 gin

8.1 giin
5.3 giin
65.0 saat
46.5 giin
73.0 saat

511
511
320
122
136
811
511
1099
1292
93
185
300
121
136
265
280
401
191
740
778
140
172
247
392
159
27 (X-151m)
35
27 (X~151m1)
172
203
375
364
637
81
77
279
69 ( X-151m1)
71 (X-151m1)
80 (X-1511)

21

Bolluk (%)
200

194
10
86
10
929
31
55
44
38
24
16
16
54
57
24
12
66
14

4

88
90
94
62
84
71

7

115
25
68
18
82

7

36
25
82
27
47
20
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2.2 RADYOQAKTIF iYOT iZOTOPLARI

Iyot VIIA halojen grubuna ait metalik bir elementtir. Atom
numarasi 53 olan dogal -iyotun 74 nétronu bulunur ve kiitle numarasi
127'dir. Suni iyot izotoplan 74 nétrondan az veya daha fazlasini igerecek
sekilde olusturulmugtur. Bu izotoplar bir veya daha g¢ok isimayla
bozunurlar. Nikleer tip ¢aligmalan igin en faydali iyot izotoplarn uygun
fiziksel 6zelliklerinden dolay: 1-123, 1-125, I-131 dir. Bunun yamsira C-
14 ve H-3 da radyoaktif isaretlemede yaygin bir sekilde kullamlmaktadir.
Iyot izotoplan, C-14 ve H-3 a gore iki bityilk avantaja sahiptir: 1.
Bozunma sirasinda yaymlamis olduklan radyasyon tipidir, 3H ve 14C
disiik enerjili beta 1511 yayinlayicidirlar bu nedenle sivi sintilasyon
dedektoriine ihtiyag vardir. Bu izotoplarin birgok alanda baganyla
kullamlmasina ragmen protein ve peptidlerin igaretlenmesi igin
radyoiyodinasyon tercih edilen bir yontemdir. 2. Iyot izotoplarmn timi y
-151m yayinlar. Bozunmalar sonucu olusan bir veya daha fazla fotonun
enerjileri izotopun karekteristigidir (Seevers and Counsell 1982
Kowalsky and Perry, 1987; Saha, 1992).

I-131; Kararh bir izotop olan I-127 izotopundan 4 nétron fazladir.
Nétronca zengin I-131 béylece negatron bozunumuna gider. Kararli Xe-

131 olugur.
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Y intensities reler to '3V gecay.
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Sekil 2.1 I-131'in bozunum gemasi.

I-131 ve Xe-131 arasinda transfer olan enerji temel basamakta 971
keV'dir. Sekil 1'den de goriildigi gibi 1-131 bozunumunda bir kag B
gecisi mimkindiir. Cogu durumda yalnizca maksimum enerjisi 607 keV
olan B 151m salimir, bu enerji B ve v arasinda paylagilir ve kalan 364 keV
uyanlmig Xe-131 gekirdeginden temel diizeye gegisinde y-151m olarak
salimir. Yiksek enerjili y-1inlar nedeniyle gorintiilemede yiiksek enerji
kol imatorleri kullanthr. 364 keV'lik y-151n1 iyi bir bolluga (% 82) sahiptir
ve dokuyu etkili bir sekilde geger fakat yanm-inch kalnliindaki Nal
kristali ile (% 23) yetersiz bir gekilde durdurulmaktadir. I-131 birkag
avantajindan dolayr klinik diagnosis igin genis ¢apta kullamlmaktadir.
Kismen in vivo ¢aligmalar igin de kullamlir. 8 giinlik yan-6mri,
kullamlmak istenilen radyofarmasétigi ticari olarak hazirlamak igin
uygun raf émrii saglar. Gérintilleme igin iyi 6zellikler tagimayan [-131
iyi diferansiye tiroid kanserlerinin tedavisi igin. ylksek dozda
kullanilmaktadir. I-131'in istenilmeyen &zellikleri; § salimmindan dogan
yilksek radyasyon dozudur. 1-131; ucuzdur ve 364 keV enerjili y
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radyasyonu organ gorintiilemek i¢in uygundur. Aynica I-131'in diger bir
avantaji ise y 1sinlanimn pahali olmayan sintilasyon sistemleri ile
dogrudan dedekte edilebilmesidir. Diger bir avantaji ise diger iyot
izotoplarina gére yari-6miirlerinin oldukg¢a kisa olmasidir. Ctnki verilen
izotop ile ulagilabilen teorik maksimum spesifik aktivite yan-6mriiniin
tersi ile iligkilidir, bu nedenle kisa yan-6murlii radyoizotoplarin
kullamlmas: istenilir.

1-125; 1-127 den 2 nétron azdir ve nétron eksiklifi nedeniyle
elektron yakalama (EC) bozunumuna ugrar, metastabil Te-125m'e
doniigiir. Bu bozunum igin gegis enerjisi 178 keV'dir. 178 keV'lik bu
enerji notrino, uyarilmig olan Te-125'in gegisinde 143 keV tagir ve 35
keV eksite olmus Te-125'in temel diizeyine gegisinde y 1gim olarak
salinr.

Uzun yan-6mirlii oldugundan bir ¢ok faydali radyoisaretleme
ekonomik bir gekilde I-125 ile yapilir. Bu takdirde I-125 radyoisaretleme
icin I-131'den daha avantajlidir; ¢iinkii B salimimin eksikligi isaretli
molekiillerin radyolitik dekompozisyonunu minumuma indirir.

I-125, tiroid bezi gibi organlan goriintilemede klinik olarak
kullamlmaktadir. Fakat zayif fotonlannn doku tarafindan foton
absorbsiyonundan dolay:r derin-yerlesmis organlar igin faydasizdir.
Bununla beraber P radyasyonu bulunmadigy i¢in I-131 ile
kargilagtinldiginda radyolitik dekompozisyoh probleminin azalmasi
nedeni ile isaretli organik bilesikler i¢in I-125 iyi bir se¢im olur. Yari-
omrii 60 giin olmasi nedeniyle bilesiklerin uzun siiren metabolizma
¢alismalan igin tercih edilir ve boyle bilesikler igin uzun raf 6mrii saglar;
béylece siklikla hazirlama ihtiyacim 6nler. I-125, 60 giin yar1 6mri ve 35
keV y-asmm, 27 keV karekteristik X 1sim enerjisi ile onceleri tiroid
gorintilenmesinde kullanilmigsa da giinimiizde bilytik gogunlukla in
vitro ¢aligmalarda yararlanilmaktadir. I-125 izotopu in vitro Grinler igin
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diger bilegiklerden antijen radyoisaretlenmesi igin gok genel bir sekilde
kullaniImaktadir ve uzun yan-6mre sahip olmasi (60 giin) bir avantajdur.
Bunula beraber digik enerjili (27-35 keV) fotonlar in vivo gorintiilleme
i¢in uygun degildir.

I-123; 1-123 gekirdeginde 53 proton ve 70 ndtron vardir. [-127'den
4 notron eksik oldugu igin Elektron yakalama (EC) ile Te-123m'e
bozunur. Bozunma sonucunda agiga ¢ikan enerji 1230 keV dir. Bu enerji
birkag EC bozunumuyla paylagilmaktadir. Te-123'e uyanima
basamaglnda 1071 keV'lik nétrino salmir. Uyanlmis olan Te-123 temel
diizeye gecerken 159 keV'lik y-151m1 salinir (Saha, 1992).

Bu iyot izotopu tiroid galigmalan igin ideal 6zelliklere sahiptir. I-
125 ve 1-131 reaktorde Tretilmesine ragmen I-123 siklotronda
tretilmektedir. Ancak siklotron Uriinii olmas: ve pahalilifi nedeniyle
yaygin olarak kullamlmamaktadir. Birkag yontemle siklotronda
uretilmektedir. Uretimde kullamlan en eski yontemdeki en onemli
problem radyoiyot kontaminasyonun aninda Uretilmesidir. Bu
kontaminantlar [-124, I-125, I-130 ve I-131 dir. Siklotron iretiminden
sonra bozunum siresinde 1-123 relatif uzun 6mirla kontaminanatlarin
safsizlik yizdesi de artmaktadir. Boylece kontaminantlardan olusan
yiksek enerjili fotonlarin radyasyon dozuna katkilan artar ve
kontaminanatiardan olusan yiiksek enerjili fotonlarin gorinti ayrnimciligt
onemli bir gekilde azalir, kamera goriintiileri diistk enerjili kolimatérler
ile elde edilmektedir. I-127 (p, Sn) reaksiyonu veya Xe-124 (p, 2n)
reaksiyonu gibi tretim metodlan ile tiretilir. '

13.3 saatlik yan-0mrii, 159 keV y radyasyonu ve $ radyasyonu
bulunmadig igin klinik ¢aligmalar icin ideal bir izotoptur. Nikleer tipta
iyot izotoplarmin en Onemli avantaj;; bir g¢ok faydal
radyofarmasdtiklerin iretimi igin bir gok bilesik ile reaksiyon verme
yetenegininde olmasidir. Tum iyot izotoplarnindan [-123 in wvivo
diagnostik iiriin i¢in uygundur. Cinkd uygun yan-6mre (13.2 saat) ve
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foton enerjisine (159 keV) sahiptir ve hastaya diisik radyasyon dozu
verir. Siklotronda iiretilmesi nedeniyle pahahdir (Saha, 1992; Kowalsky
and Perry, 1987; Seevers and Counsell 1982).

I-123 diger iyot radyonuklidleri ile karsilastinidiginda bir ¢ok
ozelliginden dolayr tercih edilir. Bu gibi ozellikleri iyot-isaretli
radyofarmasétiklerin - hazirlanmasim  kolaylagtinr, bu bilegiklerin
mimkiin oldugu kadar hizli hazirlanmasim saglar (Seevers and Counsell
1982).

2.3 RADYOIYOTLU BIiLESIKLERIN BASLICA KULLANIM
ALANLARI

2.3.1 Radyoimmunoassay (RIA): Bu yéntemin temeli, tayini yapilacak
madde ile ona kars1 6zel olarak olusturulan antikor arasindaki antijen-
antikor reaksiyonuna dayanir. Degisen miktarlarda madde ve radyoaktif
isaretli sabit miktarda aym1 madde, sabit fakat simrli sayida antikor
baglanma yerine kars1 yanigmaya girerler. Konsantrasyona bagli olarak
olugan bir dengeden sonra antijen-antikor kompleksi ile baglanmamig
madde aynlir ve iki fazdan birinde radyoaktivite 6lglimii yapilir ve
radyoaktif madde ile antikor arasindaki baglanma yiizdesi maddenin
konsantrasyonun 6l¢iimii olarak kullamlir (Gladtke et al. 1979). Bu amag
igin 1251 baglica kullamlan izotoptur. 125T'n yan-ﬁniri‘mﬁn 60 giin olmasi
ve diisiik enerjili y-151m salmasi nedeniyle hazirlanan igaretli materyaller
daha az bir radyolitik etki ile radyokimyasal stabilitede uzun siire
depolanabilir. 1251, radyofarmokolojik goriintileme ajan potasiyelinin
incelenmesinde ¢alismalar igin faydalidir. Bu ¢aligmalarda hayvanlarda
¢esitli zaman periyotlarinda radyoiyotlanmig bilesiginin doku dagiliminin
saptanmast gerekir. Herbir hayvana isaretli bilesigin uygulanmasindan
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sonra uygun siirede oldirtlur ve organlan RIA igin kullanildign gibi
gama sayacinda radyoaktivite sayim1 yapilabilir.

1311, RIA igin nadiren kullamlmaktadir. Kisa yari-6miirlii olmast
yiiksek spesifik aktivite ile elde edilme giglugii gibi birgok engelede
sahiptir. 1311 tagiyict ilave etmeksizin genelde meveut olamaz ve 125T'inki

kadar verimli sayilamaz.

2.3.2 Goriintiileme (Imaging): Radyoiyotlanmis bilegiklerin diger
kullanimi niikleer tipta goruntiileme (imaging) amaciyladir. Gérintileme
kismen organ veya dokuda lokalize olan bilesiklerden salinan y-
iginlannin viicut diginda dedekte edilmesiyle yapilir. Gorintileme
disardan yapildign igin vicutun digindaki radyasyon giddeti yeterince
kuvvetli olmak zorundadir. Bunun igin gama yayinlayan izotoplar ile
isaretlenmis bilesikler gerekir, C-14 ve H-3 gibi radyoizotoplar bu amag
i¢in uygun degildir. C-11'in pozitron 11mast sonucu salinan anhilasyon
isinlan gorintiilemede kullanlabilir, fakat son derece kisa yari-6miirli
olmasindan dolay: kullanimi siklotron izotop iiretim imkanlar ile sirh
kalmaktadir (Seevers and Counsell 1982).

2.4 RADYOIYODUN COZELTI KiMYASI

Radyoiyot genel olarak Nal formunda elde edilmektedir. Uygun
kogullar altinda iyot sulu ¢ozeltilerde oksidasyon reaksiyonuna girecektir.
Sulu ¢ozeltilerde iyodun dolaylt oksidasyonu radyolitik etkiler ile
olusabilir. Radyasyonun ¢ozelti ortaminda olusturdufu kimyasal
reaksiyonlara radyoliz denir. Radyoliz veya oksidasyon ile olusan ¢ok
o6nemli reaksiyonlan, agagida gosterilmistir.

4T-+0,+4H" 21, +2Hy0 )
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2HI+H,0p,  ——— L, +2H,0 )
21+ 2 OH- —— L,+20H- 3)

Reaksiyon 1 alkali pH'da radyoiyot g¢6zeltisi tamponlanarak
tersinir, reaksiyon ise sodyum tiyosiilfit gibi indirgeyici ajanlar
kullamlmas: vasitastyla etkili bir gekilde geciktirilebilir, fakat reaksiyon
2 ve 3'0 igine alan reaksiyonlann tamamen Onlemek zordur. Spesifik
aktivite diguriilerek radyoliz etkisi minumuma indirilebilir.

Iyot anyonu kimyasal olarak oldukca reaktiftir. Uygun kosullar
altinda hizla elementel iyot ve HI gibi ugucu yapilara okside olur. Bu her
iki gekildeki radyoiyot ¢ozeltilerini elde tutan personel igin saglik
tehlikesi mevcuttur. Iyot asidik ortamda atmosferik ve ¢Ozinmiis oksijen
veya herhangi bir iyodat kontaminasyonu vasitasiyla asagidaki
reaksiyonlara gére okside olabilir.

41 +0,+4H'
51-+10;+ 6 HY

21, +2 H,0
31, +3H,0

Oksidasyon reaksiyonu birkag yolla azaltilabilir.

1) pH= 7.5- 9.0 alkali ¢ozelti iceren tampon ¢6zeltisi iyodun ugucu
yapilara yiikseltgenmesini 6nler.

2) Sodyumtiyosiilfat gibi indirgenlerin kullamimi agagidaki reaksiyona
gore iyodun iyodiire geri indirgenmesini saglar.

I) + 285 032 ———— 21"+ 8,062

3) Metal iyonlan1 vasitasiyla olan katalitik oksidasyonu engellemek igin
EDTA tuzlan gibi selatlayici ajanlar kullanilir.
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[laveten iyodun suda ki ¢Ozunirlinin az olmast nedeniyle
(20 °C'de % 0.03) buz dolabinda saklanmasi halinde buhar basinci
azalacaktir.

Radyasyonun sebep oldugu serbest radikaller ve peroksitler 1-131
cozeltisinde iyodiirii, iyota (I) ve iyodata (1037) ylukseltger. Bu
reaksiyonlar oksijenin mevcudiyetinde ve yiksek radyoaktif
konsantrasyonu vasitastyla hizlanmaktadir. I-131'in B-1g1mindan dolayz I-
131 ¢ozeltisinde radyolitik etkiler ¢ok daha o6nemlidir. Bu etkiler
antioksidantin  kullammi ve dagik radyoaktivite konsantrasyonu
vasitasiyla azaltilabilir. Radyoiyot I-131'in seyreltik ¢ozeltisi distillenmis
suda % 0.2 sodyum tiyosiilfat gibi antioksidant ile yapilmas1 gerekir.
Cesme suyu kullanilmamasi gerekir, ¢iinkii i¢indeki klor iyodu
yiikseltgemeye yeterlidir (Saha, 1992; Kowalsky and Perry, 1987).

2.51YOT ILE ISARETLEME YONTEMLERI

Teknesyum kimyasindaki gibi iyodun kimyasal ve biyolojik
davramglan, yikseltgenmesi (iyot) veya indirgenmesi durumlarina
(iyodir) baglidir. Tc'un tam tersine iyodun indirgenmis basamagi
molekiiler isaretlemeyi olumsuz kilar. Bunedenle, reaksiyon oksidasyon
asamasinda gerceklesir. Radyoiyot ile isaretleme genelde ilgili
molekiilde aromatik halkada I* elektrofilik ozellikleri girigimi ile
basarilmaktadir. Bu ya HF ile iyodun yerdegistirmesi reaksiyonu ya da
radyoiyot atomu molekiilde mevcut olan stabil iyot ile yer degistirmesi,
izotopik yer degistirme reaksiyonu ile olugmaktadir.

Bu reaksiyonlar agagida gosterilmigtir:
Yer degistirme (Siibstitiisyon) reaksiyonu:

R-1 *+ HI ()

R-H+L*
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Izotopik yer degistirme reaksiyonu:

RI+1," RI*+1, )

Serbest molekiiler iyotta I yap (I + IY) olarak tahmin
edilmektedir. Bununla beraber serbest olarak I* iyot mevcut degildir,
fakat genelde sulu g¢ozeltilerde nikleofilik 6zellikleri ile bir kompleks
olusturur. Asagidaki reaksiyonlar mimkiindiir.

H,OIt +I- 3)
— HOI+I 4)

I + H,0
L +oH

Iyot ile igaretleme reaksiyonlarinda iyodinasyonun ya hidrate olmus
kompleks (HpOI') ya da hipoiyodiir asit (HOI) ile oldugu
diiginiilmektedir. Protein iyodinasyonu - nikleer tipta ¢ok 6nemli
radyoisaretleme tekniklerinden biridir. Protein molekillerinde tipik
iyodinasyon yerleri iyodinasyonun asil yeri olarak tyrosinin aromatik
zincirini veya sekonder yer olarak histidinin imidazol halkasim
icermektedir. Dugsiik pH'da tyrosinin igaretlenme verimleri dugiktar.
Bununla beraber bazik pH'da tyrosinin anyon yapisi igin tyrosin
hidrolizlenerek diassosyonuna izin verir ve 4. reaksiyona gore Ip
hidrolize olur. Bu olay tyrosin halkasinin iyodinasyonunu biiyiik oranda
kolaylagtirir.

Genelde proteinlerin iyodinasyonu pH=7-9'da olur. Asagidaki
reaksiyondan gorildiga gibi iyodata HOI'ln déniisimsiiz bozunumundan
dolay1 yitksek pH degerlerinde (>10) galigtlmas: zordur.

3HOI+3 OH- ———> 21 +105+3H,0
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Hatta pH=7-9'da bile iyodat yapist olugabilir. Reaktiflerin
kanigimlarn tertibi yiksek iyodinasyon verimi elde etmekte 6nemlidir.
Bu elbette radyoiyodinasyon ig¢in kullanilan yonteme baghdir, fakat
genelde isaretlemede once molekil ilave edilir, tampon, radyoiyot ve
iyodinasyon ajam onu izler. Protein molekiilinin dekompozisyonunu
onlemek i¢in orta giddetle iyodinasyon ajanlan kullamimalidir.
Cogunlukla olduk¢a kuvvetli oksidasyon ajanlari kullanmasi da
gerekebilir. Ancak bu ajanlar protein molekiiliine zarar verebilir. Genelde
protein butinligiini korumak igin ortalama olarak proteinin molii bagina
bir iyot atomundan fazla iyot olmamas: tavsiye edilmektedir.

Molekiiler Iyot (I): Radyoaktif iyot genelde Nal olarak mevcut olmasi
nedeniyle radyoaktif molekiiler iyot yiikseltgenerek elde edilir. Seevers

ve Counsell (1982) yayinlarinda proteinlerin igaretlenmesinde tastyici
molekiler iyot ve Nal3ll kullailarak gerceklestirilebildigini ifade

etmiglerdir. Diger aragtirmacilar molekiiler iyotla isaretleme yapmak igin
gok farkli oksidasyon ajanlan kullanmiglardir. Proteinlerin igaretlenmesi
igin yiikseltgen olarak iyot/iyodat sistemi veya demir (III) sulfat, HyOo,
amonyum persiilfat gibi yiikseltgenler kullanilmigtir.

Radyoaktif isaretleme igin elementel iyot molekiiliiniin
kullanilmasinin birgok dezavantajlan vardur.
1. Mimkiin olan radyokimyasal verim % 50 dir. Canki isaretlemenin
yans1 radyoiyot olarak sonuglanir (Saflagtirma yapmak gok zordur).
2. Onceki yiikseltgenme basamaklari, baz1 aktivite kayiplarini igerir ve
¢alisan kiginin maruz kalacag aktivite yiiksektir.
3. Molekiiler iyodun uguculugu nedeniyle risklidir.

Bu zorluklara ragmen radyoaktif molekiiler iyot kiigiik organik
molekiillerin igaretlenmesinde kullanilmaktadir.

Triiyot metodu, iyot ve KI'un kangimim igindeki isaretlenebilecek
bilesikiere radyoiyodun ilavesi ile saglanir.
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I, + KI+ 131 + 2RH —————=2 RI311+ K131] + RI1 + 2HI

R: organik bilegik

Bu metotta radyoiyot, iyot -KI ¢dzeltisi ve igaretlenecek bilesik ile
kangtinlir. KT triiyot kompleksi olugur. HOI i¢in Io'1in hidrolizinden sonra
radyoiyot I* iyotlu bilesikte HOI* tretmek igin HOI ile izotopik yer
degistirme yapilir. Teorik olarak radyoiyodun yanlizca yansi, I'T formuna
dénugtiraldaginden genelde isaretlenme verimi yalmzca % 10-20'dir.
Bununla beraber reaksiyon kosullar1 hafif oldugu i¢in protein bozunumu
azdir. Kararli olarak iyotlanmis ve radyoiyotlanmig Dbilesikler
olusturulabilir. Bu metot ¢ok genig alanda kullaniimaktadir.

Iyot Monokloriir: ICI de iyot; klorun elektronegatifligi bityiik
oldugundan dolay: I formdadir. ICI agagidaki reaksiyona gore kuvvetli
asidik ortamda iyodat ile iyodun oksidasyonu ile olusturulur.

2 Nal + NalO; + 6 HCI 3ICI+ Hz0 + 3 NaCl

ICI ile radyoiyot izotopu karistirilarak yer degistirme reaksiyonu ile
radyoiyot baglanir. Ciinkii ICI, iyodun timii ve asinsida I™ formundadur,
esasen radyoiyodun timii asafidaki reaksiyona gore I'a
donistirilmektedir.

ICT + Nal* I*CI + Nal

Bundan sonra I*CI, HOI*'ya hidrolizlenerek iyotlanan bilegige
girer. Yiksek isaretleme verimi (% 75) mimkiindir fakat Uriiniin
spesifik aktivitesi digiktir. Clinki kararli iyot; mevcut kara:l"h ICI
asinsindan dolay1 bilesikle birlegebilir. Bu radyoiyot isaretleme
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tekniginde tamponlanmig bilesik ve ICI kangum ilave edilir.
Radyoiyottan once ICI ilave edilirse isaretleme verimleri diser ¢iinkii
bilesik ile dogrudan bir sekilde ICIn reaksiyonundan dolay1 izotop yer
degistirme reaksiyonu azalir.

Bununla beraber ICI kullammimin avantajlant  bilesik ile
birlestirilmis iyodun miktann kullanilan ICI'n miktaniyla kontrol
edilmektedir. ICI metodu ile radyoiyot seyreltik HCI'de (ICT'de karal I-
127 ile ilk kez) dengelenir ve daha sonra kangima 6zel sicaklik ve pH'da
isaretleme igin ilgili bilegik dogrudan ilave edilmektedir. Bu proses ile %
50-80 verim elde edilir.

Kloramin-T Yontemi: Kloramin-T yontemi, yiksek spesifik
aktivitedeki peptid ve proteinlerin radyoiyodinasyonu igin kullamlan gok
genel bir yontemdir. Kloramin-T yontemi ile radyoiyodinasyondaki
problem; isaretlenmede bilesigin sert oksidasyon kosullarina maruz
birakilmasidir. Bu istenmeyen birgok yan reaksiyonlara sebep olabilir.
Bu tip zorluklara ragmen kloramin-T ¢ok sayida kigiikk organik
molekiiliin radioiyodinasyonunda basan ile kullamilmigtir (Seevers and
Counsell, 1982).

Kloramin-T yo6ntemi yiiksek spesifik radyoaktiviteli peptid ve
proteinlerin radyoiyodinasyonunda basan saglar. Ancak burada ortaya
¢ikan baslica problem reaksiyon kosullarinin protein bozunumuna sebep
olmasidir.

CAT yonteminde kullamlan iyodinasyon ajamnin kimyasal adi N-
kloro 4-metil benzen silfonamid sodyum tuzu'dur. CAT, pH= 7-8'de
asafndaki reaksiyonu izleyerek sodyum hipokloride hidroliz olur.
Sodyum hipoklorid de hidroiyodik asidi hipoiyodos asidine yiikseltger.
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o, N < o NH
2 \C, 279
FHO —— O + NaoC!
CHy CH,
NaOCI + HI* HOI* + NaCl

Genel teknik; radyoiyot ve tampon ile isaretlenecek bilesik
birlestirildikten sonra hizli bir sekilde taze CAT ¢ozeltisi ilave edilerek
kangtinlir. Ciinkii CAT giiglii bir yikseltgen ajandir. Proteinlere zarar
verebilir. Eger isaretleme kosullan dikkatli bir sekilde kontrol edilirse,
yiksek radyoiyodinasyon verimleri elde edilebilir. CAT'm avantaj
tagiyict iyota ihtiyag yoktur ve bununla beraber yiiksek spesifik
aktivitelere ulagilabilir (Seevers and Counsell; 1982 .Saha, 1992;
Kowalsky and Perry, 1987).

Elektroliz Yontemi: Iyot, ¢ozeltide inert bir elektrodda olusturulmus
elektronlar ile yiikseltgenerek isaretlenecek bilesife baglanabilir. Bu
yontem ile bir gok protein radyoiyotlanabilir. Isaretlemede, isaretlenecek
madde ve radyoiyodun kangiminin elektrolizi ile olur. Elektroliz
hiicresinde anot ve katot boliimler dializ bolumi ile aynlmigtir. Katot
bolmesi doldurulmus tuz ¢ozeltisi igerir, halbuki anot boélmesi
elektrolitik kangim igerir. Elektrolizle iyot serbest birakilarak bilesik
isaretlenir. Yavas ve tastyic1 iyot mevcut olmadiindan isaretleme verimi
genellikle yiiksektir. Bu yontem diger yontemlere gore daha karmagik bir
yapida oldugu igin genis ¢apta kullanmilmaz (Saha, 1992; Kowalsky and
Perry, 1987).
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Enzimatik Ydntemler: Enzimatik iyodinasyonda kloroperoksidaz ve
laktoperoksidaz gibi enzimler HoO,'in nanomolar miktan; isaretlenecek
bilesik ve radyoiyot igeren karnigimina radyoiyodinasyon igin ilave
edilmektedir. HyO,, reaktif iyodu iyoda yiikseltgeyerek, bilesik iyotlanir,
Organik molekiillerde degisim veya proteinlerin bozunumu;, H;O2'in
yalmzca digik konsantrasyonda ilave edildiginde minimuma
indirilebilir. Bu yontemle % 60-% 85 verimlere ve yiksek spesifik
aktivitelere ulasilabilmektedir.

Laktoperoksidaz yonteminde laktoperoksidaz enzimi ve HoOo eksi
yukli radyoiyodirii elementel radyoiyoda yikseltger. Genellikle protein
radyoiyot ve laktoperoksidaz ile kangtinimaktadir. HzO2'in kiigiik
miktarlar1 daha sonra etkili isaretleme reaksiyonu igin ilave edilmektedir.
Reaksiyon; seyreltmek  vasitasiyla veya  sisteinin  ilavesiyle
bitirilmektedir. Bu metodun proteinlere daha az zarar verebilecegine
inantlmaktadir (Saha, 1992; Kowalsky and Perry, 1987).

Todogen Yontemi: Iodogen (1,3,4,6 tetrakloro 3a-60. difenil glukoril)
(Sekil 2.2) suda ¢6ziinmez, ¢ozgen olarak CHpCl, veya CH3CI'de
kullamilir daha sonra ¢6zgen ugurularak iodogenin kabin duvarinda ince
film olusturulmas: saglamr, boéylece oksidasyon reaktifi ile organik
bilesigin ¢ok zayif temas: bile isaretlenme olaymin gergeklesmesine
imkan saglar. lodogen, wuraciller ve thiouraciller serisinin
radyoiyodinasyonunda basaniyla kullamlmaktadir. Bu reaksiyonlarda
iodogen kloramin-T'den daha iyi sonug¢ vermigtir. Proteinler ve hiicre
membranlani da iodogen yéntemiyle radyoiyotlanabilir. Reaksiyona
girmemig iyot Sephadex jel veya iyon degistiriciler kullanilarak kolon
kromatografisiyle ayrilmaktadir. Proteinlerin bozunumu mini¥mumdur,
¢inki reaksiyon kat1 fazda olugur ve iodogen suda zayif ¢6ziindr.
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. Hunter ve Greenwood yoéntemi de radyoiyotlamada yikseltgen
olarak ¢ok genis bir gsekilde kullamlmaktadir. Bolton ve Hunter reaktifi
ise gok genis bir sekilde kullanilmaz. Bu reaktif 4 hidroksi 5 iyodo fenil
- propanoik asitin' N-siiccinimid esteridir. Reaktif serbest asitli suda yavas

- birgekilde kendi kendine-hidrolizlenir. Reaksiyon pH-8.5'de tamponda ve

buz banyosu sicaklifinda gergeklestirilir.

Sekil 2.2 Todogen'in kimyasal formiil.

Erime Noktasida Halojen Yer Degistirme Yontemi: Birgok bilesik
izotop yer degistirme yénté‘rriiﬁkﬁll_éﬁllarak radyoaktif I-ile isaretlenemez.
Erime noktasinda halojen yer degistirme yoéntemi boyle bilesikleri
isaretlemek i¢in alternatif bir yontemdir. Bu yontem u¢ farkli sekilde
uygulanabilir.

Erime noktasinda halojen yer degistirme yonteminin en basit sekli
radyoaktif olmayan aromatik bilegifin erimesi sirasinda olugan halojen
atomu ile yer degistirmedir. Bu durumda isaretlenecek organik bilesigin
erime noktas: civarinda kararli olmasi zorunludur ve eriyigin radyoaktif
iyoda kars1 yeterince yitkksek degerde dielektrik sabitine sahip olmasi
gerekir. Bu teknik ilk olarak m-iodohippuric asidin halojen yer
degistirme ile igaretlenmesi igin gelistirilmis ve o-iodohippuric ve 2-3-5-
trityodo benzoik asidin igaretlenmesinde kullanilmistir.
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Diger bir yol; 123Xe'un bozunma iiriinii ile digik erime noktal acyl .
turevlerinin erimesi sirasinda olugan halojen yer degistirme vasitasiyla 4-
iodofenilalanin, 5 ve 6-iodotriptophan gibi bilegiklerin radyoaktif iyot ile
isaretlenmesidir. Bu yontem geri tepilme ile isaretleme ve erime
yonteminin kombinasyonu olarak diigiinilebilir.

Digtk dielektrik sabitli bilesiklerin bu yontemle isaretlenmesinde
ortaya ¢ikan giiglikkleri gidermenin bir yolu asetamid ortaminda erime
sirasinda halojen-yer degistirme dir. Asetamid'in erime noktas1 82 °C'dir
ve 200 °C altinda kararlidir. Reaksiyon yaklagik 180 °C'de gergeklesir.
Bu yontemle iyodobenzoik asidin ii¢ izomeri isaretlenmigtir. Formamidin
erimesi sirasindaki halojen yer degistirme ile elektron verici gruplar zayif
bir sekilde ve elektron-alici gruplar ve aromatik bilesikler iyi bir verimle
isaretlenir (Seevers and Counsell, 1982).

Erime ile halojen yer degistirmenin ugiincii sekli halojen yer
degistirme erime noktasi altindaki bir sicaklikta yapilmasidir. Madde 1-4
saat igin (amonyum silfatin veya maddenin erime noktas: altinda) 120-
160 °C'de radyoiyot ve amonyum siilfat ile birlikte wsitilir. Bu yontemle
organik molekiillerin isaretlenmesi amonyum siilfatim NH3 kaybi ile
bozunmasi sirasinda kalan asidik ortamin halojen yer degistirmeyi
katalizlemesi ile olur. Bu yolla halojen yer degistirme ortamimn
asitliginin kademeli bir gekilde arttig ileri siriliir (G-El Shaborg and
Farah, 1991). Amonyum siilfatin bozunmasi ile agiga ¢ikan sulfiirik asit
halojen yer degistirmeyi ilerletir. Ug ¢esit olan iyodo benzoik asitler,
diger iyotlu aromatik bilesikler ve iyodobenzilguanid serileri amonyum
sillfat yontemi ile radyoiyotlanmiglardir. 4-(alkilamin) iyodoquinolil
serileri ise fosfat tuzlar kullanilarak halojen yer degistirme yontemi ile
isaretlenmiglerdir. pH daserken radyokimyasal verimin arttift ileri
strilmigtiir.

G-El-Shabourg ve arkadagi (1991) tarafindan yapilan ¢aligmada
kuru-ortam diamonyum hidrojen o-fosfat kullamilarak halojen yer



38

degistirme (2-5 dakika) ile saf [4-1311] iyottripyrine % 95-98.5 verim ile
elde edilmigtir. Ilk basamakta [4-131]] iyottripyrine sentezi yapilmis ve
daha sonra bu bilesik ve diamonyum hidrojen ortafosfat, tasiyicisiz
Nal31] kullamlarak azot gazi ortaminda kuruluga getirilmis, kuruluga
getirilen karigim kapali ortamda silikon yag banyosunda 160-165 °C'de 5
dakika reaksiyon siiresinde gergeklestirilmistir. Omnek alinarak
radyokimyasal saflik ITLC yontemi ile saptanmigtir. Bu galigmada farkh
amonyum tuzlan ve miktarlan paremetre olarak incelenmigtir. Sonug
olarak 15 mg diamonyum hidrojen orto fosfat kullanilarak 160 °C'de %
98.5 oraninda radyokimyasal verim elde edilmistir. Radyokimyasal
verimlerin ortamin asitliinin ve sicaklifin artigi ve amonyum tuz
konsantrasyonlanna ¢ok bagli oldugu goérulmistir. Bu sonuglar ve
reaksiyon kosullarina dayanan kuru-ortam izotop halojen yer degistirme
reaksiyonu kisa 6miirli radyoiyot izotoplan (I-123 ve hatta 1-121 t1/2=
2.12 saat) kullanimi ile diger organik molekillerin isaretlenmesinin
miimkiin oldugu ileri sirtlmiistiir (G-El-Shaboury and Farah, 1991).

2.6 RADYOFARMASOTIK

Radyofarmasotik, bir hastalifin tedavisi veya teshisi igin insanlara
uygulanmasi uygun olan ve yapisinda radyoaktif atomlar i¢eren kimyasal
maddeler olarak tanimlanabilir. Radyofarmasétikler, viicudun belli
yerlerinde lokalize olarak, radyasyon vermek icin ¢esitli kimyasal ve
fiziksel sekillerde hazirlanirlar. Ilag molekiillerinden yaynlanan y
radyasyonu doku igine hzl bir gekilde girer ve viicuttan kurtularak,
disaridan radyofarmasétigin olgiim ve dedeksiyonuna izin verir. Bu
sekilde niikleer tipta viicuttaki ¢esitli organlarin fonksiyonel ve
morfolojik incelemeleri miimkiin olur. Her tir farmastotigin radyoaktif
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elementlerle isaretlenmesi miimkiin olmadig1 gibi, Nikleer tip'ta her
radyoizotop ile inceleme yapilmasi da mimkiin degildir.

Niikleer tip'ta rutin olarak olusturulan prosedirlerin tiplerini
incelemek radyofarmasétiklerin nasil kullamlacagimin anlagilmasinda
faydali olabilecektir. Bu prosedirleri 4 grupta siiflandirabiliriz:

1. Gérintileme prosediirt.
2. In vivo testler.

3. In vitro testler.

4. Terapik prosediirler.

Niikleer tip'ta birinci amag istenilen diagnostik bilgiyi elde etmek
icin adsorbe edilen radyasyon dozunun miimkiin oldugu kadar disik
tutulmasidir (ALARA). Bu, uygulanan radyoaktif miktarin
sinirlandirilmasi  ile  saglanir ve kisa omurli radyoizotoplar
kullamlmasiyla da maruz kalinan siire azalir. Kisa 6miirlii radyoizotoplar
tercih edilir, ¢imkii bu durumda daha biyiik radyoaktivite miktan
uygulanabilir. 'Nikleer fotograf' igin fazla foton mevcut olacagindan bu
daha iyi bilgi edinilmesini saglar. Kisa omirld radyoizotoplarin
radyoaktif bozunmalan ¢abuk bir sekilde olacagindan radyasyon dozu da
indirgenecektir. Birgok niikleer tip galigmalarinda genel olarak kullanilan
radyoizotop Tc-99m'dir. Yan-omri 6 saattir. Tc-99m ile isaretli
radyofarmasétikleri hazirlamak igin ticari amagla iiretilmis ilaglar
bulmak zordur ve bunun nedeni radyoaktivitenin % 90'dan fazlas: bir giin
sonra bozunmadan dolay1 kaybolacagindan kullanimdan hemen o6nce
hazirlanmasi gerekir. Tc-99m ve diger kisa-6miirli radyofarmasétikler
bu nedenle lokal olarak veya hastanede hazirlanmalan gerekir. Herbir
Tc-99m ajam ginlikk olarak hazirlamir ve tamimlanan kimyasal yapida
Tc-99m'in bilesimini igerir. Ilaveten saf bir driin temin etmek igin kalite
kontrol testi yapilmasi zorunludur. Bu ajanlar intravenoz enjeksiyon ile
uygulanacagindan hazirlama sirasindaki temiz sartlar saglanmali ve
isaretlenme verimi yiikksek olmalidir. Bu islemleri yapan kisiler
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radyofarmasétikgiler, radyokimyacilar veya niikleer tip teknolojistleri
olabilir.

Nikleer tip'ta daha uzun yan-6murli radyofarmasétikler de
kullamlmaktadir. Ornegin 1-131 t1/2= 8 giin'diir. Bu siire bu maddeye
ihtiya¢ oldugunda kullanilabilmesi i¢in niikleer tip labratuvarinda
depolanmasina ve kullammdan 6nce I-131'li radyofarmasétiklerin test
edilebilme ve ticari iiretimine izin verecek yeterli uzunluktadir. I-131
radyasyon dozu bakimindan bir dereceye kadar istenmeyen fiziksel
ozelliklere sahip olmasina ra3men uzun yan-6miirlii, yiiksek enerjili y ve
B radyasyonlan gibi ozellikleri niikleer tipta tiroid ¢aligmalarina ve
kimyasal reaktivitesi de farkli kimyasal molekillerin isaretlenmesine izin
veren degerli bir radyoizotop dur.

Geleneksel terapik ilaglar ile ‘kargilastinildifinda
radyofarmasétiklerin spesifik 6zellikleri vardir,; radyoaktiftirler ve
radyasyonun olugturdugu biyolojik hasar potansiyeline sahiptirler. Bu
nedenle insana uygulanmadan 6nce dokuda dagilim caliymalan kritik
orgam belirlemek igin ve radyasyon dozu tahmin etmek i¢in 6zel olarak
hayvanlarda denenmektedir. Kritik organlar radyofarmasétikden adsorbe
edilen en yiksek radyasyon dozunu alir. Bu tahminlerin &nemi
radyoaktivite miktarinda limit olusturmak ve diagnostik ¢alismalarda
insanlara  tehlikesiz  uygulamalar  yapabilmesi igindir.  Bu
radyofarmasétikler son derece kiigiik miktarlarda uygulandifindan dolay:
kimyasal toksite geleneksel farmasétikler ile aym derecede degildir.
Gergekte verilen radyofarmasétiklerin  miktar1, farmokolojik etki
yaratacak kadar yeterli degildir (Kowalsky and Perry, 1987; Theobald,
1989).



41

2.6.1 RADYOFARMASOTIKLERIN KALITE KONTROLU

Radyofarmasétiklerin insanlara uygulamak amaciyla iiretilen
maddeler olmalan nedeniyle kalite kontrollerinin titizlikle yapilmast
gerekir. Kalite kontroli, birkag spesifik test ve radyofarmasotigin verimi,
biyolojik gtvenligi, triin kimligi, etkisi ve safsizig ile ilgili testlerini
igerir. Tim' kalite kontrol testleri, radyoaktif olmayan farmasotiklerde
uygulanabilecegi gibi radyofarmasétiklerde de uygulanmaktadir, ilaveten
radyoizotop ve radyokimyasal saflik igin testler yapilmalidir. Cogunlukla
bu kontrol testleri, Griiniin miimkiin oldugu kadar baslangicindan bitigine
kadar olan tiretim basamaklarinda gerceklestirilmelidir.
Radyofarmasétiklerin  kalite kontrollerinde asafidaki basamaklar
izlenmektedir.

Radyoaktivite: Radyofarmasétiklerin giivenli ve etkili kullanimi
radyoizotop ve kimyasal bilesimlerinin yiiksek saflikta olmasim
gerektirir. Her niikleer tip prosediri kismen kimyasal yapida bir
radyoizotopun uygulanmasimi gerektirir. Istenilen radyoizotopun farkl
kimyasal yapilan veya diger radyoizotoplarin mevcudu diagnostik
prosedirlerden istenilmeyen bilgi tretilmesi safsizliklarin mevcudiyetini
gosterir. Radyofarmasé6tik hazirlandiktan sonra aktivitesinin 6lgiilmesi
gerekir ve radyofarmaso6tigin ismini gostermek igin kap isaretlenir,
uygulama yolu, aktivitesi, kullanim siiresi yazilir.

Ticari radyofarmasétiklerin  aktivite 6lgiimii  radyoizotop
kalibratorleri ile yapilir ve bu aletlerin kalibrasyonlarinin Ra-226, Cs-137
ve Co-57 gibi uzun yan-6miirlii standart kaynaklar kullanilarak siklikla
kontrol edilmesi gerekir.
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Radyoniiklid Safsizhk: Radyoniiklid safsizhik, istenilen yapidaki
radyoniiklidin aktivitesinin, kaynaktaki toplam radyoaktiviteye oram
olarak tammlanmaktadir. Radyofarmasétiklerde radyoniiklid safsizliklar
genelde radyokimyasal islemler sirasinda reaksiyona girmemis
radyoniiklidin ayrilmasindan veya radyoniiklid tiretim metodundan dogar.
Istenmeyen radyoniiklidler, niikleer reaktér veya siklotronda
radyoniiklidin {iretimi sirasinda, hedef safsizliklar nedeniyle olusan
istenilmeyen niikleer reaksiyonlardan olusabilir. Bazen hedef materyali
ve niikleer reaksiyonun tipinin degigimi ile sistem diizeltilebilir. Ornegin
hedef Te-124'de (p,2n) reaksiyonundan I-123"in tiretimi; yalnizca I-125
safsizlif tiretilirken hedef I-127'de (p,5n) reaksiyonundan I-124, I-126, I-
130, 1-131 gibi daha fazla radyoniiklid dretilir.

Radyoniiklid safsizliklar diagnostik bilgive etki etmeksizin
radyasyon dozunu arttirdifindan dolayr 6nemlidir. En 6nemlisi istenilen
radyoniiklidin yan-6mrii daha uzun olan safsizliklan igermemesidir.
Cunka safsizlik yiizdesi zamanla artacaktir. Bu duruma bazi drnekler
yan-0mrii 6 saat olan Tc-99m'in yaninda yan-0mrii 67 saat olan Mo-99
safsizhip1, yani-6mrii 13 saat olan I-123'de yan-6mrii 4 giin olan 1-124
safsizliklanimin mevcut olmasi gibi.

Radyoniiklidlerin safsizhiimin 6l¢imé  6rneklerden salinan y-
isinlarimin  spekturumunu ¢ok kanalli analizér ile Nal (TI) kristalli
sintilasyon dedektorii veya Ge dedektéri kullamlarak yapilir. Ge
dedektorii gok yiiksek ayirma saglar fakat gok pahalidir.

Radyokimyasal Saflk: Radyofarmasétiklerin radyokimyasal saflig,
radyofarmasétigin - uygulanmasindan sonra biyolojik davramglan
saptayabilmek ve bununla beraber aragtirmamn basarisi ve hastaya
verilen doz agisindan oldukga 6nemlidir. Radyokimyasal safsizlik son
iiriniin radyolitik veya kimyasal bilesenin igaretleme islemi sirasinda
kimyasal reaksiyona girmesinin sonucu olusabilir.
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Isaretli bilesiklerin radyoliz ile bozunmas: konusunda radyoaktif
materyalin spesifik aktivitesi, yaymlanan radyasyon enerjisi ve
radyoizotopunyan-6mri etkendir. Bilegigin kararlili, 1s1ya maruz kalma
stiresi, sicaklik degisimi ve radyoliz siiresine baglidir. Sodyum askorbat,
askorbik asit, sodyum sulfit radyofarmasétiklerin kararligy i¢in siklikla
ilave edilen maddelerdir. Hazirlanan radyofarmasétiklerin bozunmasini
Onlemek igin buzdolabinda ve karanlikta saklaniimalidir. |
Radyokimyasal  safsizliklar  6nemlidir;  ¢inka  istenilen
radyofarmasotikten farkli biyodagilim gésterirler. Bu durum goriintilleme
kalitesini azaltir, absorbe edilen radyasyon dozunu arttinr ve diagnostik
agidan problemlere sebep olabilir. Radyokimyasal saflik in vitro analitik
metodlar ve hayvanlarda in vivo biyolojik dagilim ile genelde
saptanmaktadir. Ornegin; 9°mTc ile igaretli bir radyofarmasétikte
bulunan ¢ok genel radyokimyasal safsizlik olan perteknetatin, triod ve
karinda lokalize olmasi nedeniyle SPECT (Single-photon Emission
Computed Tomography) goriintilleme iglemleri sirasinda goriinti kalitesi
azalir. In vitro olarak yapilan kalite kontrol yontemleri asagida
verilmektedir:
HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
Ince tabaka kromotografisi
Kagit kromotografisi
Elektroforez
Jel filitrasyonu
Bu ¢alismada kullanmug oldugumuz radyokimyasal safsizlik tesbiti
yontemleri ise agagida ayrintili olarak anlatilmaktadir.

Ince tabaka kromotografisi (ITLC): Bu yontem radyofarmasotiklerin
radyokimyasal saflifinin saptanmasi i¢in g¢ok genis ¢apta kullamlan bir
yontemdir. ITLC plakalan, destek maddesi (aliminyum, plastik, cam
gibi) tizerine bir adsorbanin kaplanmasiyla olusmustur. Adsorban
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maddeleri ise gogunlukla seliiloz, silikajel ve aliminyum oksit gibi
maddelerdir.

Ince tabaka kromotografisinde orjine mikrolitre miktarindaki 6rnek
uygulanmig olan ince tabaka geriti, iginde uygun bir ¢6zgen bulunan tank
igerisine batinlir. Bu tankin ¢ézgenle doyurulmus bir atmosfere sahip
olmas1 gerekir. Cozgen hareketli, adsorban ise -durgun faz olarak
adlandinlir. Cézgen ¢dziinebilen radyofarmasétiklerin adsorban boyunca
tagimimim saglarken durgun fazin elektrostatik gekim kuvvetleri gegitli
radyokimyasal zelliklerin tagmimim geciktirir. Bu etki; radyokimyasal
6zelliklerin hareketli fazla farkl ¢oziinebilirlige sahip olmasimdan dolay:
farkli hizlarda tagimmima sebep olur. Béylece adsorban boyunca
radyofarmas6tik ve radyokimyasal safsizliklar aynlmis olur. Bu
radyokimyasallarin farkli 6zelliklere sahip olmalan nedeniyle durgun ve
hareketli fazlar arasindaki iligkiye gore farkli dagilm gésterirler.
Cozgenin polaritesi radyofarmasétiklerde radyokimyasal 6zellikleri ve
¢ozunirlagii etkiler. Cozgenler durgun fazda radyofarmasétiklerin
bilesenlerinin uygun hizla taginmasim saglayacak sekilde segilir.
Cogunlukla kullanmilan g¢6zgenler, hekzan, kloroform, dietil eter, etil
asetat, n-biitanol, aseton, izopropil alkol gibi organik maddelerdir. Bu
¢ozgenler bir veya birkag ¢ozgenin bilesiminden olusan sistemler de
olabilir.

Tank iginde bulunan ITLC (Instant Thin Layer Chromatography)
seritinde ¢dzgen istenilen mesafeye tagindiktan sonra tanktan cikarilir.
Oda sicakliginda kurutulur ve serit orjinden itibaren 5 mm pargalar
halinde kesilir. Herbir parga sintilasyon dedektoriinde sayilir.

Diger bir sistemde ITLC plakalari hareketli yatay bir dedektor
sistemiyle plaka boyunca taratilarak sayim alinabilir. Bu sistemlerde
genelde tek kanalli kolimatorlerle donatilmig Nal dedektori kullanilir.
Hem sayim hem de kesip/sayma ile herbir pikte toplam aktivitenin
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yuzdesinden ITLC plaka boyunca aktivitenin profili tesbit edilir ve
radyofarmasétigin radyokimyasal safli1 hesaplanabilir.

Herbir radyokimyasal bilesenin tagimim mesafesi Ry (relative front)
degeriyle gosterilir. Bu mesafeler orjinden ¢6zgenin tagindign nokta ve
radyokimyasal bilesenlerin konsantre oldugu mesafe orjinden 6lgiilerek
tesbit edilir.

radyokimyasal bilesenin ilerledigi uzaklik
Rf=

¢cOzgenin ilerledigi uzaklik

Rf degerleri bilinen radyokimyasallar farkli ¢6zgen ortamlarinda
saptanabilmektedir. Bu tesbit edilen Rf degerleri radyofarmasétigin
radyokimyasal saflifin hesaplanmasinda 6nem tasirlar (Kowalsky and
Perry, 1987; Theobald, 1989; Saha, 1992).

Kagit Elektroforezi: Mikrogram dizeyindeki maddeler diger
maddelerden hizli bir sekilde ayrilmayabilir. Kanigimda maddeler iyonize
olabildiginde veya bazilari iyonize olup digerleri olmadiginda
maddelerin iyonizasyon yiiki ve kiitlelerine gore elektrik alanda g6zelti
iginde kangima bagli olarak oldukga basit bir gsekilde aynilmalar
saglanabilir.

Elektroforezin iki esas teknigi vardir; serbest elektroforez ve bolge
elektroforezi. Serbest elektroforezde aynlacak maddeler ¢ozeltidedir,
devre kapatildiginda difiizyon hareketi ile serbest kalirlar. Bu bir dinamik
sistemdir ve genelde ilerleme hesaplanarak tayin edilir.

Bolge elektroforezinde test maddeleri destek ortamina relatif
genislikte ¢ozelti iz veya nokta seklinde uygulanir. Destek ortami
genelde filtre kagididur.




Kapit elektroforezi kagit kromotografisinden gok daha basittir. Test
maddeleri ¢ekici elektrodlar yoluyla taginir. Cozeltide iyonize olan
maddeler elektrik yiikine sahiptir. Elektrik alaninda herbir iyon tagimim
yikiine bagl olarak iki kutuptan birine taginacaktir. Ters ylikler birbirini
cektigine gore negatif yiklii iyon pozitif yiikla 'anoda' taginacak, negatif
yikli iyonlar ise pozitif yikli katot' a dogru taginacaklardir. Herhangi
bir kutba taginmayanlar ise yiiksiiz maddelerdir.

Yikli iyonlarin yapisi valens teorisinden tiiretilmektedir. Bu teori
olabilecegi durumlardir; elektrovalent ve kovalent. Elektrovalent bagda
bir atomun dig orbitallerindeki elektronlar birlegtigi atomun orbitallerine
tamamen transfer edilmistir. Boylece herikisi de birbirinden zit yiiklere
sahip olurlar ve aralarinda elektrostatik ¢ekim vardir. Boylece bilesik
sulu ¢ozeltide yiikli pargaciklara aynlir. Transfer edilen elektronlan
olmaksizin dolagan pozitif yiik tagiyan atom diger atomdan bagimsiz bir
sekilde gezer, transfer edilmis elektronlan alan da negatif yik tagir.
Bunlar yiikkli atomlar veya radikal iyonlardir ve bilesigin iyonize
olabilecegini gosterir.

Kovalent bagda bir atom elektronlarini digerleri ile paylagir. ki
bagh atomlar da karsilikh elektron ¢iftleri paylasilir. Elektrovalent
bilesiklerin iyonizasyonu elektroforez igin temel saglar. Farkli isaretl
elektrovalent iyonlar ve yikler farkli hizlarda z1t elektrotlara taginmasi
ile elektrik alanlarda maddelerin ayrilmasi ve taginimmm mimkiin
kilarlar. Yiiksiiz kovalent molekiiller taginmazlar.

Pratikte elektroforez filitre kagidimin uygun bir pargasi tampon
¢ozelti ile nemlendirilir ve kullanilacak elektrik devresi ile temas
edebilecek sekilde yerlestirilir. Elektroforez kabi iki boliimden olugur ve
herbir bolim tampon ¢6zelti igerir. Bir bolimde pozitif kutbu (anot)
diger bolim negatif kutuba (katot) ulagir. Islak kagit heriki ucu tampon
cozeltiye batacak sekilde yerlestirilir. Omek nokta veya iz geklinde
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kagidin ortasina uygulanir. Elektrik devresi agilir, devrenin y6netiminde
tampon-tuzlar hareketinden dolay1 tamponla 1slatilmis kagit iki elektrod
bélme arasinda képrii olugturmugtur. Pozitif yiikli iyonlar katota dogru,
negatif yikliler ise anoda dogru tasinmaktadir. Elektroforez sonuglan
iyonlanin boyutlarimin biiyiiklikleri hakkinda bilgi verir. Bayik bir
boyuta sahip olanlar yavas taginacaklardir, buyik yikluler ise izl
taginirlar (Feinberg and Smith, 1962).

Kagit veya poliakrilamid jel elektroforezi uygun bir tamponda kagit
veya poliakrilamid jel itzerine radyoaktif 6megin uygulanmasindan
ibarettir ve belirli zaman aralifinda voltaj ayarlanarak kagit veya jele
uygulanir. Ornegin bilesenleri kagit veya jel ortami boyunca iyonik
mobiliteye bagh olarak farkli pozisyonlarda tasinr. Elektroforezden
sonra serit veya jel kolonu boyunca aktivitenin = dagilim
radyokromatografik sayici veya dedektor tarafindan saptanabilir.

Isoelektrik pH'mn altinda veya iistindeki tampon ¢ozeltide protein
molekilleri yiikli olacaklarindan g¢ogu proteinler uygun bir tampon
kullanimu ile bu metot ile ayrilabilir. Taginan miktar yeterli ise uygun
maddeler (proteinler ve amino asitler i¢in ninhidrin gibi) ve ornekler
arasinda renklendirme yapilmasi elektrogramlarin gelisiminde avantaj
saglar, 6rnegin iyotlanmig insan serum albimini ve serbest iyodun iyi
ayrilmasi veronal tamponda elektroforez ile yapilabilir. Radyoiyotlanmig
albimin ninhidrin puskartilmis elektrogram ile tamimlanabilir, bu
durumda albiimin renklenmis nokta olarak gorinir (Saha, 1992).

March ve arkadaglan (1989) tarafindan yapilan bir ¢aligmada sulu
¢ozelti ortaminda 99mTcBrg2- iin ligand-degisim reaksiyonlar: sonucunda
iic kompleksin olustugu (TcBrs (H20)2, TeBrs (H20)", TcBre??)
goriilmagtir. Bu irinlerden ikisi anoda tasimrken digeri nétral bir
kompleks oldugu i¢in orjinde kalmaktadir (March et al.,1989).

Birgok maddenin aynlmasinda kullamlan kagit elektroforezi
yontemi radyokimyasal saflifin saptanmasinda da ¢ok kullamlan bir
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yontemdir. Elektroforez iglemi sonunda elektroforez kagidi kurutulur,
belirli parga boyutlaninda kesilen herbir pargacigin aktivitesi uygun
sayim sisteminde sayilir. Parga sayisi ve sayim degerleri arasinda ¢izilen
grafikten net bir gekilde aynlmasi saglanmis olan kompleksin
igsaretlenme veriminin saptanmasinda bilylk kolaylik saglar. Aynica
mikleer ftip’ uygulamalaninda biyik 6nem tasiyan kompleks yapidaki
radyofarmasdétikierin yiikii hakkinda da bilgi edinilmesi miimkiindir.

2.6.2 KALITE KONTROLDEN SONRA
RADYOFARMASOTIKLERDE ARANAN OZELLIKLER

2.6.2.1 pH

Tiim radyofarmasétikler kararlik igin optimum pH araligina sahip

olmalidirlar. pH kontrolii radyofarmasétiklerin stabilitesinde énemli bir
faktordiir. pH saptamalan rutin olarak yapilmamasina ragmen potansiyel
problem bolgelerini tamimlamak igin 6nemlidir. Kamn yiiksek
tamponlama kapasitesinden dolayr pH 2-9 arasinda degisebilir ancak
radyofarmasétigin ideal pH'mn 7.4 olmas1 gerekir. Iyonik kuvvet ve pH
radyofarmasotigin stabilitesi igin 6nemli bir faktordar.
Omegin radyoiyot ¢ozeltisi igindeki iyodun uguculugunu 6nlemek igin
alkalide tutulmasi gerekir. Diger bir 6rnekte Indiyum-113m ve Indiyum-
111 ile galigirken In'un kolloid olusumunu 6nlemek igin disik pH'larda
calisilmas1 gerekir. Radyofarmasétiklerin igaretlenmesinde kullanilan
isaretleme reaksiyonlann pH'ya bagh olabilir. Birka¢i disinda ¢ogu
tiriinlerin pH'st 4-8 aralifindadir.
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2.6.2.2 Kimyasal Saflik

Kimyasal saflik, radyofarmasétiklerde tanimlanamayan kimyasal
ozelliklerin mevcudiyetinin dl¢imiidir.

Siklotronlarda iiretilen radyoizotoplar; In-111'de Cd ve Ga-67'de
Zn gibi hedef maddeden gelen kimyasal safsizliklan igerirler. Bu
safsizliklann dizeyi % 0.5'in iizerinde olabilir ve bunlarin dedeksiyonu
i¢in atomik absorbsiyon spektrofotometrisi kullaniimaktadur.

Radyoizotop  jeneratorlerinde  iiretilen  radyoizotoplardaki
safsizliklar radyoizotop jenaratoriiniin eluantlarindan gelir. En genel
kimyasal safsizliklar jenerator kolonundaki paket maddesinden gelir. Tc-
99m kolonunda, safsizlik alimiinyum kolonundan gelen alimiinyumdur.
Eluantta aliminyumun mevcudiyeti isaretleme reaksiyonu sirasinda
interferasyon yapabilir. Omegin aliminyumun mevcudiyetinde 99mTc-
stilfir kolloidin stabil olmamasina sebep oldugu gériilmiistir.

2.6.2.3 Parcacik Bityiikliigii

Kolloidal olan veya olmayan biitiin ilaglar verilen amag igin
uygun pargactk biyiikligiinde olmak zorundadir. Ornegin 99mTc-siilfiir
kolloidal tirtinlerde pargacik bityikliugii 80-500 nm arasinda oldukga
farkl1 boyutlarda olabilirler. Bu, elektron mikroskobu veya ultra-
mikroskopu ile kontrol edilebilir. Bu gozlemlere ilaveten istenen
ozelliklerin hayvanlarda doku dagilim cahigmalan ile dogrulanmasi
gerekir. Biyuk tanecikli pargaciklar akcigerde toplamirken uygun
boyuttaki kolloidlerinde karacigerde lokalize olmas: gerekir.

Nikleer tipta kullanilan radyoaktif isaretli pargaciklari iki grupta
toplayabiliriz. Ornegin 99MTc-mikroforez ve 99MTc makroagretet
albumim gibilerin yarigap1 10-15 p m'dir. Halbuki karaciger perfisyonu
gorintiillemek igin baglica kullanilmakta olan 99mT¢ kolloidleri ve 99mTc
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milimikroforez albumin gibilerin yangap: 10 nm ila 2 pum'dir. Karacigeri
goruntiileyebilmek igin kolloidin pargacik boyutunun 10 nm-2 pm
araliginda olmasi gerekir. Bu aralhifin astiindeki boyuttaki kompleksler
dalagin goriintilenmesinde kullanilir,

2.6.2.4 Biyolojik Saflik

Biyolojik safsizlifin asamalan, sterilizasyon, apirojenite, toksite
dir.

Sterilizasyon: Steril ¢6zelti, patolojik veya patolojik olmayan yasayan
organizmalar igermeyen bir ¢ozeltidir. Sterilizasyon radyofarmasotigin
hazirlanmasinda mikrorganizmalar veya hig bir yasayan bakterinin
olmadifini gosterir. Uygulamalar igin tiim hazirliklarda her zaman s6z
konusu olan ¢ozgen ve gesitli ilave maddelerin, riiniin yapisina bagh
olarak uygun yontemler ile sterilize edilmeleri gerekmektedir.

Otaklavda, radyofarmasétikler 15-20 dakika igin 18 psi (pound
per squere inch) basing altinda 121 °C'de buharla isitilarak sterilize
edilmektedir. Buhar sterilizasyonunun bu tipi radyofarmasétik
¢ozeltilerinde mevcut olan mikroorganizmalan 6ldiriir. Otaklav yalmzca
1stya dayamkli sulu gozeltiler igin uygulamr. 99mTc-isaretli 6rnek ve
iyotlu proteinler gibi yag-bazhi Grnekler ve 1siya hassas
radyofarmasotiklerde  1s1  molekille zarar verecefinden buhar
sterilizasyonu kullanilmaz. Bu yontemin oldukga uzun olmasindan dolay:
13m]p ve 18F gibi kisa-6miirlii radyoizotoplar i¢in de uygun degildir.

Istillamiyan Griinler i¢in steril membranlar ile filtrasyon tercih
edilir. Radyofarmasoétikler membran filtrelerden siziilerek kolayca
sterilize edilebilir. Genel olarak, membran filitrelerin boyutu 0.45 um
dir. Kan driinlerinin sterilizasyonu ve kiicikk mikroorganizmalarla
kontaminasyonundan siiphenilen 6mneklerin sterilizasyonu i¢in 0.22 p
m'den daha kiigik pore boyutundaki membranlar kullanilir. Bu
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radyofarmaside ¢ok genel bir sterilizasyon yoéntemidir ve kisa 6miirlii
r.adyoizotoplar]a’; isittlamiyan  radyofarmasétikler igin  segilen bir
yontemdir. Radyofarmasétikler, ham maddelerden olusuyorsa iriinlerin
pirojenik materyel ve organizmalari igermemesi igin sterilize cam
malzeme ve kaplar kullanilmalidir.

Apirojenite: Insana uygulamak igin tim radyofarmasotiklerin apirojen
olmas1 gerekmektedir. Pirojenik: madde; ya bakteri, mantar veya
viriislerin metabolizma atiklan ya da bazi organik maddelerin
parcalanma mahsulleri olabilir. Fosfolipid, polisakkarit, protein
yapisindaki maddelerdir. 0.05-1 um boyutunda ve genelde ¢6ziinebilir ve
1stya dayamklidirlar.

Bakteriyal triinler olarak adlandirlan endotoksinler pirojenlerin
baglica 6rnegidir, fakat gesitli kimyasallarla birlikte radyofarmasétigin
¢Ozeltisine istenmeyen pirojenler ilave edilmis olabilir. Pirojenik
reaksiyonlar, hastalarda uygulamadan sonra 15 dakika -1 saat iginde
gelismektedir. Fakat ilk belirtilerden sonra 10-12 saat iginde genelde
azalirlar. Bu reaksiyonlar nadiren o6ldirtciidiirler. Pirojenler; baglica
bakteri metabolizmasindan arttifindan dolay1, pirojenik kontaminasyonu
Onlemek igin filtrasyon en ¢ok bagvurulan bir yéntemdir. Herhangi bir
hazirlanan prosediirdeki temiz kogullar altinda; alet, ¢ozelti ve cam
malzemelerin steril olmas1 gerekir. Cam malzemeler; birkag saat 175 °
C'de sicak-hava sterilizasyonuyla apirojen yapilabilir.

Toksisite: Herhangi bir radyofarmasoétigin insan i¢in kullammi uygun
gorilmeden once, diger ilaglarda oldugu gibi onun toksik etkisi ve
givenli dozu saptanilmalidir. Toksik etkiler radyofarmasétigin
uygulanmasindan  dolayi, wviicutta farkli organlarin  fizyolojik
fonksiyonlan1 veya histolojisinde degisimler gorilmesidir. Hatta ¢liime
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sebep olabilir. Siddetli ve kronik toksisite igin bu testler sigan, tavsan,
fare, kopek gibi gesitli hayvanlarda gergeklestirilebilir.

Miktar, radyofarmasétigin toksik etkisi olarak tanimlamir. LD 50/30
olarak adlandinlir; radyofarmasétigin uygulanmasindan sonra herhangi
bir tiirde 30 giin iginde % 50 6limi olusturmak igin gerekli dozdur. LD
50/30 saptamasi igin test maddesi bityiik bir hayvan grubunda arttinilan
dozlarda enjekte edilir, materyalin uygulanmasim izleyen 30 giin iginde
% 50 oliime sebep oldugu gozlenen doza materyal i¢in LD 50/30 dir.
Baz: 6rneklerde LD 50/30 yerine LD 50/60 ilacin giivenlik faktoriiniin
kriteri olarak secilmektedir.

Kullamlan radyofarmasotiklerin miktan genelde kiigiik oldugundan
toksik etki minumuma indirilmigtir (Saha, 1992; Theolbald, 1989,
Kowalsky and Perry, 1987).

Lipofilite (Hidrofobiklik): Hidrofobiklik ve lipofilite arasinda ince
farkliliklar olmasina ragmen hidrofobiklik ve lipofilite terimleri
bilesiklerin aym fiziksel parametrelerini tamimlamak i¢in kullanilirlar.
Lipofilite, bilesigin lipid faza ilgisidir ve bilesigin in vivo lipid biyolojik
membranlan gegme kabiliyetini gosterir. Biri su digeri organik olmak
iizere (birbiri iginde ¢oziinmez) iki siv1 arasinda test edilen bilesigin
dagilma katsayis1 olarak 6lgiliir. Standart organik faz olarak n-oktanol
tercih edilir. Coktanol / Csu oram P dagilim katsayisi olarak verilir ve
kantitatif yapi-dagilim iligkilerinde bu deger 'log p' olarak ifade edilir.
99mTc-radyofarmasotikleri  igin  oktanol/su  sistemi  bazi
simrlamalara sahiptir. Gergek P degerleri saf bilesiklerin kullammlarma
bagldir, Oysa 99mTc kimyasinda safliin aktif olarak gerekliligi son
derece nadirdir. Siklikla kompleks kangimlari, tekli ligand ve hidroliz
olmus indirgenmis Tc ve indirgenmemis Tc miktart her zaman ortamda
meveuttur. Hidrofilik safsizligin kiicik miktar1 kompleksin lipofilite
deperindeki gozlenen dagilma oranim 6nemli bir derecede digirebilir.
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Sayim (oktanol)
P (Lipofilite) =

Sayim (su)

Iyonlagabilen bilesikler lipofilite incelemesinde karigikliga neden
olurlar. Bir bilesigin iyonlagma seklinin lipofilitesinin iyonlagma
seklinden daha az olmas: gerektigi agiktir. Bu durumda gozienen
lipofilite iyonlagma derecesine ve bununla ilgili olarak sulu ortamin
pH'sina kuvvetle baghidir. Genellikle bilesigin iyonize seklinin lipofilik
membranlardan gecemedigi duginillir ve radyofarmasétigin kantitatif
yapi-dagilimi ile iyonlagmayan seklin ilgili oldufu disiiniilar. Bu
durumda gergek lipofilite

C (oktanol)
P =

C (su) (1-X)

X= iyonizasyon derecesi

Radyofarmas6tigin  intravenéz uygulamasindan hemen sonra
plazmada serbest olan radyofarmasotik konsantrasyonu ve plazma
proteini ve kan hiicrelerinin yiizeyleri gibi kan bilesenlerine bagh olanlar
arasinda bir denge olusur. Bazi fiziksel ve kimyasal faktorler bu
baglanmayi etkileyebilir fakat hidrofobik etkilesim bu dengeyi etkileyen
ana faktorlerden biri olarak digiiniilar. Plazma proteinine baglanmayi
inceleyen higbir yeterli yontem olmamasina ragmen (herhangi bir 6lgme
sekli serbest ve plazma proteinine bagli madde arasindaki dengeyi
gOstermez) plazma proteinine baglanma ve lipofilite arasinda lineer,
pozitif bir iligki vardir. Baglanma giicii ve denge sekli radyofarmasétigin
nihai kaderini kuvvetle etkiler (Theolbald, 1989).
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3. DENEYSEL BOLUM
3.1 Kullanilan Kimyasal ve Cihazlar

Na 131 (p=7-11 NaOH ¢ozeltisi) CIS (Niikleer Tip A.B.D'dan saglandi).
Iodogen (Sigma)
Diazepam (Roche)
Zopiclone (Rhone Poulenc) (Eczacibag: Ilag A.S.'nden hediye olarak
saglands).
HCI (Merck)
Izopropil alkol (Merck)
n- Biitanol (Merck)
Asetik asit (United)
NH;3 (Merck)
Propilen glikol (Merck)
Serum fizyolojik (Eczacibasi)
Diklorometan (Merck)
Etil alkol (Teknik)
Kloramin T (Merck)
Sodyum siilfit (Merck)
ITLC Plastic sheets Selliloz F (Merck)
Elektroforez cihazi ( Gelman Deluxe)
UV Spektrofotometresi (Shimadzu UV. Vis. 260)
3 x3 Nal(TI) kuyu tipi sintilasyon gama dedekt6ri (Tennellec marka ve
Tennellec PCA 1I 8196 bilgisayar programl1 analizor).
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3.2 KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1 Ince Tabaka Kromotografisi Yontemi (Instant Thin-Layer
Chromatography)

Ince tabaka kromatografisi yontemi ile ilgili genel bilgiler 2.6.1'de
verilmagtir,

ITLC Kosullar:

ITLC destek maddesi: Merck 0.1 mm Cellulose F
Banyo ortamlan
ITLC1: [n-bitanol- H,O- asetik asit (4/2/1)] (pH=3) (BuOH/Sw/AcOH).
ITLC2: [ izopropil alkol- n-biitanol- 0.2 N NH,OH (2/1/1)] ( pH=10).
(Izo/BuOH/NH4OH )

ITLC siiresi : 2.5 saat.

20x20 cm boyutlarindaki (Merck 5565) ITLC selilloz kapli ITLC
tabakalan 1.5x1.0 cm boyutlaninda kesildi. Tabandan 0.5 cm
yiksekliginde isaretlenerek ITLC'sine uygulanacak émekten damlatild.
Damlatma noktast banyo ¢ozeltisine degmeyecek sekilde ITLC
banyosuna daldinildi. Banyodan sonra kurutuldu ve sellobant ile
kaplandiktan sonra 0.5 cm'lik pargalar halinde kesildi. Bu pargalar kuyu
tipli Nal(TT) dedektori ile gok kanalli analizorde 1-131'in 364 keV'lik y
pikinin igaretlendigi kanal aralifinda sayild.

ITLC kromatogramlari Rf ile sayum degerleri arasinda grafik
cizilerek elde edildi. Caligilan bilegiklere ait Rf ve isaretleme verimleri

bu grafiklerden yararlanilarak hesaplandi.
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3.2.2 Elektroforez Yontemi

Elektroforez “yontemi ile ilgili genel agiklamalar 2.6.1'de

verilmistir.

Elektroforez Kosullar::

Uygulanan voltaj :250 volt.

Uygulama siiresi :2 saat. ‘

Tampon ¢ozeltisi [ n-butanol- HoO- asetik asit (4/2/1)] (pH=3).

Esasi poliseliiloz asetat olan elektroforez kagidinin pozitif, negatif
kutup ve uygulama noktalan isaretlenerck kagit tampon ¢ozeltisinde
islatildi. Ornek ortada bulunan uygulama noktasina damlatildiktan sonra
icinde tampon g¢o6zeltisi bulunan kiivet i¢ine konuldu. 2 saat siire ile 250
voltluk voltaj uygulandi. Deney sonucunda kagit kurutularak 1 cm'lik
pargalar halinde kesildi. Bu pargalar kuyu tipli dedektor ile Nal(TI) ¢ok
kanall1 analizorde I-131'in 364 keV'lik y piki isaretlenmis kanal
araliklarinda sayildi. Elektroforez diagramlan parga sayisi ile sayim
degerleri arasinda grafik gizilerek elde edildi. Isaretlenen bilegiklere ait
isaretlenme verimleri bu grafiklerden yararlamlarak hesaplandi.

3.3 Iodogen Kaph Tiiplerin Hazirlanmasi
1 mg iodogen, 1.5x6 cm'lik kapakl: tiipler iginde 1 ml CH>Clo'de

coziilerek hazirlandi. CH>Cl, hava akimu ile uguruldu ve duvarlan ince
film seklinde iodogen kapli tiipler, kullanilincaya kadar 0°C'de sakland.
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3.4 Inaktif Diazepam'm UV Spektrumlarn ve UV
Spektrofotometrisi Kullanilarak Rf Degerlerinin Tesbiti

% 50'lik HCI ¢6zelti ortamindaki toz halindeki diazepam ve ampul
(% 40 propilen glikol, % S sodyum benzoat, % 10 etil alkol, % 1.5 benzil
alkol) diazepam ornekleri UV vis. spektrofotometrisi'nde dalga boyu
taratilarak UV spektrumlar alindi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).
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Sekil 3. 1 % 50 HCI ortamdaki diazepam'imn UV spektrumu.
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Sekil 3.2 Ampul ortamdaki diazepam'in UV spektrumu.

10x1 cm'lik ITLC seriti dipten 0.5 cm isaretlenerek diazepam
omegi uygulandi. Banyo ¢ozeltisi igine ITLC seridi daldirildi ve banyo
¢Ozeltisinin ilerledigi son nokta isaretlendi. Bu serit baglangictan itibaren
0.5'er cm kesilerek asidik ortamdaki 6mek igin % SO HCI igeren ve
ampul ortamindaki 6rnek igin ise alkol igeren numaralandinimig tipler
icine herbir parga konularak yarim saat beklendi. Herbir tiipteki drmegin
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absorpsiyonlart 336 nm dalga boyunda olgiildii. Rf ve absorbsiyon
degerleri arasinda grafik ¢izildi. Boylece diazepam'in Rf degerleri inaktif
olarak farkli banyo ortamlarina gére saptandi. Sekil 3.3'de % 50'lik HCI
ortamindaki diazepam'm ITLC 1 kromatogrami goriilmektedir. Ampul
ortamu igin de benzer grafik elde edildi.

0.13
0.25
0.38
05
0.63 ¢
0.75
0.88 1
1.00

Sekil 3.3 % 50 HCI ortamdaki diazepam'in kromatogrami (ITLC 1).
3. 5. Inaktif fyododiazepam'in Elde Edilmesi

10 mg diazepam igeren ¢ozelti 15 mg iodogenli tip igine konuldu
ve diazepam/iyot/iodogen oranlan stokiyometrik olarak 1/2/1 olacak
sekilde 0.0116 gr KI ilave edildi. 2 saat beklendi ve olusan ¢okelek
Whatman 41 stzgeg kagidi kullamlarak stzildi. Ortamdaki iyodun
aginsim uzaklagtirmak igin 0.2 N NaySOj3 ¢ozeltisi ile yikandi. Dowex 1
anyon degistirici regineden gegirildi ve pH noétrallestirildi, 3 ml fosfat
tamponu (pH= 6.78) ile goktiruldi. Cokelek kurutuldu ve desikatdrde
saklandi.

% 50 HCI ortamda yapilan ¢éktirme isleminden 6nce doymus
NaOH ile pH=7'e yiikseltildikten ve fosfat tamponu ile ¢éktirme iglemi
gergeklestirildi. Cokelek santriifiijlenerek alindi ve daha sonra agik hava



60

ortaminda kurutularak desikatorde saklandi. Bu 6mekler IR (Infrared) ve
NMR (Proton Niikleer Manyetik Rezonans), MS (Kiitle) spektrumlarinin
alinmasinda ve erime noktasinin tesbitinde kullanilmak iizere saklandi.

3.6 I-131'in ITLC Kromatogramlar:

Ik olarak 131]-'mn farkli banyo ortamlarinda ITLC yontemine gore
Rf degerleri tesbit edildi. Sekil 3.4'de ITLC 1 ortaminda, Sekil 3.5'de ise
ITLC 2 ortaminda elde edilen kromatogramlar ve Sekil 3.6'da ise
elektroforez diagrami gorilmektedir.

sayim/10sn

Sekil 3.4 1311~ 'in kromatogrami (ITLC 1).

sayim/10sn

Sekil 3.5 1311~ 'in kromatogram (ITLC 2).
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Sekil 3.6 131 I~ 'in elektroforez diagramu.

3.7 Yiikseltgenmis I-131'in Farkli ITLC Ortamlarma Gore Rf
Degerlerinin Belirlenmesi

Todogenli tiipler igersine 1311~ konularak 25 dakika beklendi ve
omek ITLC seritlerine uygulandi. Bu deneylere ait ITLC kromatogramlar
Sekil 3.7 ve 3.8'de verilmistir.

Sekil 3.7 Yiikseltgenmig I-131 'in kromatogrami (ITLC 1).
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Sekil 3.8 Yikseltgenmis I-131 'in kromatogrami (ITLC 2).

3.8 DIAZEPAM'IN YUKSELTGEN AJAN OLMADAN I-131
ile ISARETLENMESI (KONTROL)

Diazepam'in I-131 ile isaretlenmesi igin iki farkli ortam kullamidi.
1. % 50 HCI (v/v) ¢ozeltisinde ¢ozinmis diazepam (Kuvvetli asidik
ortam).
2. % 40 propilen glikol, % 5 sodyum benzoat, % 10 etil alkol, % 1.5
benzil alkol karigiminda ¢6ziilmiis diazepam (pH=6 ).

381 % 50 HCI Ortamindaki Diazepam'm Yiikseltgen Ajan
Olmadan I-131 ile isaretienmesi (Kontrol)

Toz halindeki diazepam'1 ¢ézmek igin su, alkol ve aseton gibi
¢ozgenler denenmis, fakat ¢ozinurliginin ¢ok kiigik olmas: nedeniyle
¢6zme iglemi igin % 50'lik HCI (v/v) tercih edilmistir. Konsantrasyonu 1
mg/m] olacak sekilde diazepam ¢ozeltileri taze olarak hazirlanmigtir.
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Ilk olarak iodogensiz ortamda (kontrol) 1311 ile isaretlenme olup
olmadigina bakildi. 1 ml taze hazirlanmig diazepam g¢ozeltisi bir tipe
konuldu ve iizerine 3.7-11.1 MBq (100-300 pCi) aktivitede Nal31] ilave
edildi, 25 dakika beklendi. Radyokimyasal saflig1 ITLC ve elektroforez
yontemleri ile saptandi (Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11).

Sekil 3.9 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'in (kontrol) kromatogrami
(ITLC 1).

Sekil 3.10 % 50 HCI ortamindaki !31IDZ'in (kontrol) kromatogrami
(ITLC 2).
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Sekil 3.11 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'in (kontrol) elektroforez
diagrami.

3.8.1.1 % 50 HCI Ortaminda Bekletilmis Diazepam'mm 1-131 ile

Isaretlenmesi

1 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanan diazepam ¢ozeltisi
yaklagik 10 giin oda sicakliginda bekletildikten sonra alinan ¢ozelti ile
yapilan I-131 ile igaretleme deneyleri sonucunda elde edilen ITLC
kromatogramlar Sekil 3.12 ve Sekil 3.13'de verilmigtir. Sekillerden de
isaretlenme sonunda iki farkli bilegigin olustugu goriilmektedir.

Bu isaretlenme sonucunda reaksiyona girmemis radyoaktif iyodun
ayrilmas1 amaciyla isaretli diazepam ¢o6zeltisi Dowex 1 anyon degistirici
kolondan gegirilmistir. Dowex 1 anyon degistirici kolonda reaksiyona
girmemis iyodur tutulurken 131IDZ eluent ile asag1 gegmistir. Kolondan
cikan c¢ozeltiden 6rnek alinarak ITLC yontemi ile incelenmistir (Sekil
3.14 ve Sekil 3.15).
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Sekil 3.12 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'in (kontrol) kromatogrami
(ITLC 1).

Sekil 3.13 % 50 HCI ortamindaki !131IDZ'n (kontrol) kromatogrami
(ITLC 2).

Sekil 3.14 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'in (kontrol) Dowex 1'den sonra
kromatogrami (ITLC 1).
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Sekil 3.15 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ"n (kontrol) Dowex1'den sonra

kromatogram: (ITLC 2).

% 50 HCI ortamindaki diazepam'in stabilite deneyleri sonucunda
elde edilen kromatogramlardan faydalamlarak belirlenen iyododiazepam
(IDZ) bilegiklerinin Rf degerleri Cizelge 3.1'de gorilmektedir.

Cizelge 3.1 131IDZ ve !3![Hidroliz Urini Bilesiklerinin ITLC
Ortamlarina Goére Rf Degerleri.

Banyolar ITLC1 (BuOH/Sw/AcOH) | ITLC2 (izo/BuOH/NH,
Rt Rf
1311 Hidroliz 0.33-0.50 0.43-0.57
Uriinii
1311DZ 0.91-1.00 0.88 - 1.00
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3.8.2 Ampul Ortammdaki Diazepam'in Yiikseltgen Ajan Olmadan I-
131 ile isaretlenmesi (Kontrol)

Ampul (% 40 propilen glikol, % 5 sodyum benzoat, % 10 etil alkol,
% 1.5 benzil alkol) ortamdaki diazepam i¢inde herhangi bir yiikseltgen
olmadan kontrol deneyleri yapildi. Fakat bu ortamda diazepam'in 1-131
ile kendiliginden isaretlenmesinin mimkiin olmadig gérilmiigtir.

3.9 KLORAMIN-T (CAT) YONTEMINE GORE
DIAZEPAM'IN I-131 ILE iISARETLENMESI

Ik basamakta 1 mg/ml % 50 HCI ortamindaki diazepam 6mmegi
almmarak 5.6 mg/ml konsantrasyonundaki CAT ¢ozeltisi ve tasiyicisiz
aktivitesi 3.7-11.1 MBq (100-300 uCi) olan Nal31l ilave edildi ve oda
sicaklifinda 30 dakika beklendikten sonra 6mek alinarak radyokimyasal
saflig1 ITLC kromatogramlan ile saptandi. ITLC kromatogramlan Sekil
3.16 ve Sekil 3.17'de gortlmektedir.

300
250
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sayim/ 10sn

Sekil 3.16 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'in 20-25 °C'deki kromatogrami
(ITLC 1).
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Sekil 3.17 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'm 20-25 °C'deki kromatogrami
(TLC2).

3.9.1 Diazepam'n CAT Yontemine Gore I-131 ile Isaretlenmesine
Etki Eden Etmenler

Kloramin-T y6ntemine gore diazepam'in I-131 ile igaretlenmesinde
isaretlenme verimine etki eden sicaklik, CAT miktan ve reaksiyon siiresi

gibi parametreler incelenmigtir.
3.9.1.1 Sicakhgn Isaretlenme Verimine Etkisi

ITLC kromatogram sonuglarindan da goraldigt gibi isaretlenme
verimin diisiik olmas1 nedeniyle sicaklik uygulanmasma karar verildi.
Aymi kosullarda 50-60 °C sicaklikta 30 dakika beklenerek yapilan deney
sonucunda elde edilen ITLC kromatogramlan Sekil 3.18, 3.19'da

verilmigtir.
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Sekil 3.18 :% 50 HCI ortamindaki 131IDZ'n 50-60 °C'deki
kromatogrami (ITLC 1).

sayim/10sn
L

Sekil 3.19 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ"n 50-60 °C'deki kromatogrami
(ITLC 2).

3.9.1.2 CAT Miktarmn Isaretlenme Verimine Etkisi

% 50 HCI ortamindaki 1 mg/ml konsantrasyonlu diazepam'dan
almarak bir tip icine konuldu ve 5.6-22.5 mg/ml konsantrasyonlar
arasinda degisen CAT konsantrasyonlarimt kullanarak aktivitesi 3.7-11.1
MBq (100-300 uCi) olan Nal311 ile isaretlenme deneyleri yapildi.
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Yapilan deneﬂonuglarmdan elde edilen kromatogramlara goére
isaretlenme veriminin digiik olmasi nedeniyle CAT miktaninin
arttinlmasina karar verilmigtir. 1 mg/ml diazepam &megi alinarak 11.2
mg/ml konsantrasyonundaki CAT ¢dzeltisi ilave edildi ve oda
sicakliginda 30 dakika beklendikten sonra o6rnek alindi. Bu deney
sonucunda elde edilen ITLC kromatogramlar Sekil 3.20 ve Sekil 3.21'de
gorilmektedir.

sayim/10sn

Sekil 3.20 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'nn (11.2 mg/ml CAT)
kromatogrami (ITLC 1).

sayim/10sn
YEELEL

Sekil 3.21 % 50 HCI ortamindaki !131IDZ'm (11.2 mg/ml CAT)
kromatogrami (ITLC 2).
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Bu deney kosullarinda elde edilen % 85.0 verimin daha
yukseltilmesi i¢in; 1 mg/ml diazepam Omegi ahnarak 22.5 mg/ml
konsantrasyonundaki CAT g¢o6zeltisi ilave edildi ve 30 dakika sonra érnek
alindi. Bu deney sonucunda elde edilen ITLC kromatogramlan Sekil 3.22
ve Sekil 3.23'de gérilmektedir.

Sekil 322 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'n (22.5 mg/ml CAT)
kromatogrami (ITLC 1).

sayim/10sn

Sekil 3.23 % 50 HCI ortamindaki !13!IDZ'n (22.5 mg/ml! CAT)
kromatogram (ITLC 2).
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3.9.1.3 Reaksiyon Siiresinin Isaretlenme Verimine Etkisi

Oda sicakliginda optimum CAT konsantrasyonu olan 11.2 mg/ml
kullanilarak 131IDZ'n isaretlenme verimine reaksiyon siresinin etkisi
incelenmek igin 30, 60, 120 dakikalik siirelerde denemeler yapilmgtir.

3.10 iIODOGEN YONTEMINE GORE DIAZEPAM'IN 1-131
ile ISARETLENMESI

3.10.1 Asidik Ortamda fodogen Yénteminin Uygulanmas

% 50 HCI ortamda bulunan 1 mg/ml konsantrasyonundaki
diazepam ¢ozeltisi almarak 1 mg iodogen ile kapli reaksiyon tiipiine
konularak tagtyicisiz aktivitesi 3.7-11.1 MBq (100-300 uCi) elan Nal31]
cozeltisi ilave edildi. 15-20 dakika reaksiyon siiresinden sonra reaksiyona
girmemis iyodun indirgenmesi igin 0.2 N NaySO3 ¢6zeltisinden 100 pl
ilave edildi. Omnek alinarak ITLC ve elektroforez yontemleri ile
radyokimyasal saflik analizleri yapildi. Farkhh banyo ortamlan
kullanilarak elde edilen kromatogramlara gore Rf degerleri tesbit edildi
ve % isaretlenme verimleri saptandi. ITLC kromatogramlan Sekil 3.24
ve Sekil 3.25, Sekil 3.26'da ise elektroforez diagrami gériilmektedir.

Sekil 3.24 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ"n kromatogrami (ITLC 1).
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Sekil 3.25 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'in kromatogram1 (ITLC 2).
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Sekil 3.26 % 50 HCI ortamindaki 131IDZ'n elektroforez diagrami.

Isaretleme verimine iodogenli tiip sayisimn etkisini incelemek
amaciyla ilk tiipteki ¢ézelti ikinci ve daha sonra tgiincii tiipe aktarilarak
herbir tiipte iki dakikalik bekleme siiresinden sonra omnek alinarak
isaretlenme verimleri saptanmistir. Bu deneyler sonucunda isaretlenme
verimlerinde kayda deger bir artiy gorilmemigtir. Bu nedenle daha
sonraki ¢aligmalarda tek bir iodogenli tiip kullamlarak yapilmistir.
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3.10.2 Ampul Ortammnda fodogen Yonteminin Uygulanmas:

Ampul ortamindaki 5 mg/ml konsantrasyonundaki diazepam
cozeltisi 1 mg iodogen kapli tip igersine konularak % 50 HCI
ortamindaki gibi aym: kogullarda 1-131 ile isaretleme deneyleri
yapilmigtir. Bu deney sonuglan ile ilgili kromatogramlar Sekil 3.27 ve
Sekil 3.28'de Sekil 3.29'da ise elektroforez diagrami goriilmektedir.

Iodogenli tiip sayisimn arttirilmasinin igaretlenme verimi {izerine
etkisi incelenmigtir. Bu deneylerde elde edilen sonuglarin % 50 HCI
ortamda elde edilen sonuglara benzer bulunmustur. Ampul ortaminda da
tek 10dogenli tip kullanilmas: yeterli olmaktadir.

sayim{10sn

Sekil 3.28 Ampul ortamindaki 131IDZ'in kromatogrami (ITLC 2).
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Sekil 3.29 Ampul ortamindaki 1311DZ'1n elektroforez diagrami.

Bu isaretleme sonucunda reaksiyona girmemis iyodun !31Tin
ayrilmast amaciyla isaretli bilesik Dowex 1 anyon degistirici kolondan
gecerildi. Kolon 1 ml 0.1 N HCI ¢6zeltisi ile elue edildi ve 6rnek alinarak
ITLC ve elektroforez yontemi ile incelendi. Sekil 3.30'da ITLC 2
kromatogrami ve 3.31'de elektroforez diagrami goériilmektedir.

Sekil 330 Ampul ortamindaki 131IDZ'm Dowexl'den sonra
kromatogrami (ITLC 2).
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Sekil 3.31 Ampul ortamindaki 131IDZ'1n Dowex1'den sonra elektroforez
diagrami.

3.11 Lipofilite Tayini

Lipofilitesi saptanacak 6rekten (131IDZ veya 131IZP) 50 pl tiip
igersine konuldu. pH= 6.89 fosfat tamponundan 3 ml ve 3 ml n-oktanol
ilave edilerek, 1 saat manyetik kanstincida kanstinldi. 1 saat
bekletildikten sonra herbir fazdan 0.5 ml alinarak bir tiip igersine
konuldu. Bu tupler Nal(TI) dedektoriinde I-131'in 364 keV'luk y pikini
icine alan kanal araliklarinda sayildi. Lipofilite formiiliine oktanol, su
fraksiyonlarindaki sayim degerleri yerine konularak hesaplandi.

3.12 IN VIVO CALISMALAR

3.12.1 Sicanlar  Uzerinde Yapilan Biyolojik Dagilim Cahsmalar

3 mg/ml olacak sekilde ampul diazepam kullanilarak 21.4
GBg/mmol spesifik aktiviteli 131IDZ bilesigi izotonik olarak hazirlandi.
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Ortalama 210 g agirhgindaki siganlara intraperitonel olarak enjekte
edildi. Eter anestezisi uygulanmig olan hayvanlara enjeksiyon yapildiktan
sonra 10-120 dakika arasinda belirli bekleme strelerinden somra
hayvanlar kesildi. Organlar ¢ikartildi; tartildi ve tiim bu organlann
aktivitesi Nal(TI) dedektoriinde sayildi. Elde edilen sayim degerlerinden
gram doku bagina % aktivite ve organ bagina % aktivite hesaplar yapildi.

3.12. 2 Tavsanlar ile Yapilan Sintigrafik Calismalar

Yaklagik 3 kg agirligindaki tavsanlara ampul ortamindaki 5 mg/ml
konsantrasyonundaki diazepam kullanilarak 0.335 GBq/mmol spesifik
aktiveli izotonik, steril olarak hazirlanan 131IDZ intravendz olarak kulak
veninden enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra 5-60 dakika araliklarinda
gama kamera ile goriintii alindi. Elde edilen sintigramlardan tavsanin
basinin igaretli bolgesinden elde edilen sayimin background sayimina
orani bulundu.
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3.13 ZOPICLONE'NUN I-131 iLE iISARETLENMESIi
3.14 Inaktif Zopiclone'nun UV Spektrumu

Inaktif zopiclone'nun UV vis. spektrofotometresi kullamilarak UV
spektrumu alind1 (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32 Zopiclone'nun UV spektrumu.
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10x10 cm olgilerinde olan plastik destek lizerine 0.1 mm
kalinliginda seliloz kapli ITLC plakalari (Merck 5565) 10x1.5 cm'lik
seritler halinde kesildi. 10x1.5 cm'lik serit; alttan 0.5 cm isaretlenerek
omek uygulandi. ITLC 1 (BuOH/SwAcOH) ve ITLC 2
(Izo/BuOH/NH4OH) banyo ortamlarma batinildr. Banyo sonucunda ITLC
seritleri UV lambas: ile bakilarak lekeli olan kisimlan isaretlendi ve
lekeli kismun baglangi¢ noktasina uzakligi, frontun baglangig noktasina
olan uzakligina bolinerek Rf degerleri hesaplandi. Cizelge 3.2'de ITLC
banyo ortamlarina gore elde edilen Rf degerleri gorillmektedir.

Cizelge 3.2 Zopiclone'nun ITLC Ortamlarina Gore Rf Degerleri.

ITLC Banyo Ortamalar: Rf
ITLC 1 [n-butanol-H,O-asetik asit (4/2/1)] 0.33-0.57
ITLC 2 [izopropil alkol-n-biitanol-0.2N NH,OH (2/1/1)] 0.60-0.79

3.15 Inaktif iyodozopiclone'nun Elde Edilmesi

20 mg zopiclone 1 ml % 50'lik HCI ile ¢ozindi. Stokiyometrik
olarak 1/1 oraminda olacak sekilde 10 mg K1 ilave edildi. Kuruluga kadar
ugurulduktan sonra ~ 180-200 °C silikon yag banyosunda 1 saat
bekletildi. Sentezlenen bilesik toluende ¢ozindi. Cozinme isleminin
yavag olmasi nedeniyle bu islem birkag kez tekrarlandi. Ortamdaki iyot
fazlasimin giderilmesi amaciyla doygun NaySO3 ¢ozeltisinden 1 ml ilave
edildi. Cézgen ugurularak bilesik kurutuldu. MS ve IR spektrumlan
almak tzere desikatérde sakland:.
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3.16 lodogen Yontemine Gore Zopiclone'nun I-131 ile
Isaretlenmesi

Zopiclone'nu ¢ézmek igin 6nce su, dioksan, 8 M HCI, propilen
glikol ve % 50'lik HCI gibi gozgenler denendi. 10 mg zopiclone en iyi
¢ozgen olarak 12.5 ml propilen glikolde ¢6ziildii ve iizerine 8 M HCI'den
1 ml ilave edildi. lodogenli tiip igersine konuldu. Yaklagik 3.7-11.1 MBq
(100-300 uCi) aktivitede Nal3l] ilave edildi ve 25 dakika beklendi.
Radyokimyasal saflik analizi ITLC yo6ntemi ile belirlendi (Sekil 3.33).
Saflagtirma igin igaretli bilesik Dowex 1 kolonundan gegcirildi. Elde
edilen ITLC1 kromatogrami Sekil 3.34'de gérilmektedir. Kolonda
tutulan bilesigi alabilmek igin propilen glikol ile eliie edildi. Eliianttan
alinan 6rnegin ITLC1 kromatogrami Sekil 3.35'de verilmistir.

sayim/ 10sn
s
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Sekil 3.33 Propilen glikol ortaminda 1-131 ile isaretlenmis zopiclone'nun
ITLC 1 kromatogrami.

Sekil 3.34 Dowex 1'den gegirildikten sonra ITLC 1 kromatogramu.
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Sekil 3.35 Eliisyonun ITLC 1 kromatogrami.

Deneylerde kullanilan elektoroforez ve ITLC kosullant asagidaki gibi
belirlendi.

ITLC kosullar::

ITLC destek maddesi: Merck 5565; 0.1 mm Cellulose F.

Banyo ortamlari : ITLC 1 [n-biitanol-H>O-asetik asit (4/2/1)].
ITLC 2 [izopropil alkol-n-biitanol-0.2N NH4OH (2/1/1)]
ITLC siiresi : 2.5 saat.

Elektroforez kosullar::

Uygulanan voltaj: 300 volt.

Uygulama stiresi: 2 saat.

Tampon g¢ézeltisi: n-biitanol-HyO-asetik asit (4/2/1).

Yapilan deneyler sonucunda iodogen yoéntemi kullanilarak
zopiclonenun 1-131 ile isarctlenmesinin mimkiin olmadiginin
anlagiimast nedeniyle bagka igaretleme yontemleri aragtinldi
Zopiclone'nun metabolik trinii olan demetilzopiclone basamagi
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tzerinden I-131 ile igaretlenmesi planland:. Fakat ilk asama olarak N-
demetilzopiclone'nun elde edilmesi gerekti. Bunun igin 86 mg zopiclone
6 m] asetik asitte ¢6ztldii, 0.5 ml H>O; ilave edildi. Karigim 70 °C'de su
banyosunda 1 saat bekletildi, pH= 7'ye ayarlandi ve kristallendirildi. IR
spektrumlann  alindi. Spektrum ¢ahgma sartlarinda zopiclone'nun
hidrolizlenerek bozuldugunu gésterdiginden bu yontemden de vazgegildi.

3.17 ZOPiCLONE'NUN ERIME NOKTASINDA HALOJEN
YER DEGISTIRME YONTEMINE GORE I-131 ILE
ISARETLENMESI

Iki farkli ¢ozgen kullamlarak halojen yer degistirme yontemi
denendi.
1) 1 mg zopiclone 0.5 ml toluen iginde ¢6ziindii, 3.7-11.1 MBq (100-300
uCi) aktivitede Nal31I ilave edilerek kangtinldi. Vakum altinda kuruluga
kadar buharlagtinldi kuruluga gelen tip 200 °C'de silikon yag
banyosunda 1 saat 1sit1ld1. Reaksiyon sonunda 1 ml toluen tiip igine ilave
edilerek isaretlenen zopiclone ¢ozalmeye calisildi. ITLC ve elektroforez
yontemleri kullamlarak elde edilen sonuglardan isaretlenme veriminin
diisiik oldugu gozlendi.
2) 1 mg zopiclone 100 pl'lik (% 50 HCI) i¢inde ¢oziildi ve 3.7-11.1 MBq
(100-300 puCi) aktivitede Nal3! ilave edildi. Bu kanigim kuruluga kadar
vakum altinda birakildi. 75 °C-100 °C arasindaki sicaklikda silikon yag
banyosu kullamlarak 1sitild1. Reaksiyon stiresi sonunda % 50 lik HCI'den
100 ul ilave edilerek ¢ozildii ve lizerine doygun NaySO3 ¢ozeltisinden
50 ul ilave edildi. Radyokimyasal safligin saptanmasi ITLC ve
elektroforez yontemleri ile yapildi Bu yonteme gore yapilan
isaretlenmeyi etkileyen sicaklik, reaksiyon siiresi gibi paremetreler

incelendi.
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3.17.1 Zopiclone'nun Erime Noktasinda Halojen Yer Degistirme
Yontemine Gore I-131 ile Isaretlenmesine Etki Eden Etmenler

3.17.1.1 Reaksiyon Sicakh@min isaretlenme Verimine Etkisi

1 mg zopiclone 100 pl % 50'lik HCT ¢ozeltisi iginde ¢ozilda. 3.7-
11.1 MBq (100-300 uCi) aktivitede Nal31] ilave edildi, kuruluga kadar
vakum altinda buharlastirma vyapildiktan sonra tipe silikon yag
banyosunda 45-50, 70-80, 90-100, 140-150, 190-200 °C sicakliklar
uygulandi. [saretlenme sonucunda radyokimyasal saflik analizleri ITLC
ve elektroforez yontemleri ile yapildi. ITLC kromatogramlardan
faydalanarak Rf degerleri ve isaretlenme verimleri tesbit edildi. Cizelge
3.3'de I-131 ile isaretli iyodozopiclone'nun Rf degerleri verilmektedir.

Cizelge 3.3 1311ZP'nun ITLC Ortamlarina Gére Rf Degerler.

Banyo Ortamlarn Rf
ITLC 1 [n-bittanol-HyO-asetik asit (4/2/1)] 0.42-0.71
ITLC 2 [izopropil alkol-n-biitanol-0.2N NH40OH (2/1/1)] | 0.34-0.63

Halojen yer degistirme yonteminde sicaklifin isaretlenme verimine
etkisi incelenmis ve bu deneyler sonucunda elde edilen grafikler agagida
verilmigtr (Sekil 3.36' dan 3.49'a kadar).




Sekil 3.37 1311ZP'nun 45-50 °C sicaklikdaki ITLC 2 kromatogramu.
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Sekil 3.38 1311ZP'nun 45-50 °C sicaklikdaki elektroforez diagramu.
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Sekil 3.39 1311ZP'nun 70-80 °C sicaklikdaki ITLC1 kromatogramu.
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Sekil 3.41 1311ZP'nun 70-80 °C sicaklikdaki elektroforez diagrami.
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Sekil 3.43 1311ZP'nun 90-100 °C sicaklikdaki ITLC 2 kromatogrami.
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Sekil 3.44 1311ZP'nun 140-150 °C sicaklikdaki ITLC 1 kromatograma.
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Sekil 3.45 1311ZP'nun 140-150 °C sicaklikdaki ITLC 2 kromatogramu.
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Sekil 3.46 1311ZP'nun 140-150 °C sicaklikdaki elektroforez diagramu.
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Sekil 3.47 1311ZP'nun 190-200 °C sicaklikdaki ITLC 1 kromatogrami.
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Sekil 3.48 1311ZP'nun 190-200 °C sicakhikdaki ITLC 2 kromatogramu.
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Sekil 3.49 1311ZP'nun 190-200 °C sicaklikdaki elektroforez diagram.

3.17.1.2 Optimum Sicakhikta Isaretlenme Veriminin Zamana gore

Degisimi

Reaksiyon sicakliinin isaretlenme verimine etkisi incelenmis ve
sonuglardan da goruldigii gibi 70-80 °C tzerindeki sicakhiklarda
isaretlenme veriminin % 99 olmas! nedeniyle optimum sicakhk olarak
70-80 °C segilmigtir. Bu aym1 deney kosullarinda 15, 30, 45, 60 dakikalik
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reaksiyon siireleri denenmistir. Deneyler sonucunda radyokimyasal saflik
analizleri ITLC ve elektroforez yontemleri ile yapilmis ve igaretlenme
verimleri tesbit edilmigtir.

3.18 Oda Sicakhginda Zopiclone'nun I-131 ile Isaretienme
Veriminin Zamana Gdére Degisimi

Oda sicakliginda isaretlenme veriminin zamanla degisimi
incelenmigtir. Bu amagla; 1 mg zopiclone % 50 lik 100 pl HCI iginde
¢Ooziinmiy ve 3.7-11.1 MBq (100-300 nCi) aktivitede Nal3ll ilave
edilmigtir. Cesitli zaman araliklaninda 6mekler alinarak isaretlenme
verimleri saptanmugtir. ITLC yoéntemi ile elde edilen ITLC 2
kromatogramlan Sekil 3.50'de verilmisgtir.

1 saat

2 saat
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Sekil 3.50 Oda sicakliginda 1311ZP'nun zamana gére degisim grafikleri.
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3.19 IN VivO CALISMALAR

3.19.1 Siganlar Uzerinde Yapilan Biyolojik Dagilim Cahsmalar:

% 98 verim ile hazirlanan 131IZP bilegiginin biyolojik dagilimim
tesbit etmek amaciyla 300110 g agirlifindaki hayvanlara 0.3 mg/ml
konsantrasyonunda olacak sekilde zopiclone alinarak I-131 ile
isaretlendi. 6.8 GBg/mmol spesifik aktivitedeki bu radyofarmasétigin pH
ve izotonikligi ayarlandiktan sonra sterilizasyon igin milipordan gegirildi.
Hazirlanan radyofarmasétik intreperitonal olarak siganlara uygulandi.
Eter anestezi uygulanmis olan hayvanlara enjeksiyon yapildiktan sonra
20-120 dakika arasinda belirli bekleme siirelerinden sonra hayvanlar
kesildi. Herbir hayvanin organlan ¢ikarilarak tartildi ve herbir orgamn
aktivitesi Nal (TI) dedektoriinde sayildi. Elde edilen sayim degerlerinden
herbir-organ igin gram doku bagina % aktivite ve organ bagina % aktivite
hesaplan yapildi.

3.19.2 Tavsanlar Uzerinde Yapilan Sintigrafik Calismalar

Yaklagik 3 kg agirhgindaki tavsanlara 1 mg/ml konsantrasyonunda
4.23 GBg/mmol spesifik aktivitedeki iyodozopiclone izotonik ve steril
olarak hazirlanarak kulak veninden intravenéz olarak enjekte edildi.
Enjeksiyondan sonra 5-60 dakika da belirli araliklarda gama kamera ile
gorintiler alindi. Yapilan bu ¢aliyma sonucu elde edilen sintigramlarda
tavsanin baginda isaretlenen kismindan elde edilen saymmlar ile
background sayimlarn karsilastiriidi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Yiikseltgen Ajan Olmadan Kendiliginden Yiikseltgenen I-131'in
Rf Degerleri

Nal31] (NaOH g¢ozeltisi) seklinde bulunan I-131'in ve bu g¢ézelti iginde
kendiliginden yiikseltgenmis iyodun Rf ve % verim degerleri
saptanmugtir. Bu degerler Cizelge 4.1'de gorilmektedir.

Cizelge 4.1 1311~ ve Yiikseltgenmig I-131'e Ait Rf ve % Verim Degerleri.

ITLC 1 (BuOH/Sw/AcOH) | ITLC 2 (izo/BuOH/NH4OH)
Rf Verim (%) Rf Verim (%)
1313- | 0.19-0.38 76.0+1.0 0.21 -0.43 92.0+1.5
1317, | 0.81-1.00 24.0+1.0 0.93-1.00 8.5t1.5

I-131"in ITLC 1 kromatogramlanndan da goruldaga gibi
yikseltgenmis iyodun % verimi 24.04+1.0 ITLC 2 banyo ortaminda ise %
verim 8.5t1.5'dir. ITLC 1 ortaminda elde edilen verim digerine gore
daha yiiksektir. Bunun nedeni banyo ortamlarimin pH degerlerinden
kaynaklanmaktadir. pH ile iyodun radyolotik etkileri agagidaki
denklemlerde verilmistir (Toth et al., 1984).

I-+-OH —> 1 + OH- (pH<7) M
2H' + 21 + HoOp — > L + H,0  (pH<3) 2)
F+H,t — > Hy + I (pH<3) (3)

L+H,0, ———> 2HY+21-+ 0,  (pE>7) 4
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131]in elektroforez diagramindan 1311'in pozitif kutup yoniine dogru 2-6
cm mesafede bir pik verdigi gorillmektedir (Sekil 3.6).

Yikseltgen ajan olarak iodogen kullamldifinda iyodun tamamen
yiikseltgendigi Sekil 3.7 ve Sekil 3.8'de goriilmektedir.

4.2 DIAZEPAM'IN YUKSELTGEN AJAN OLMADAN I1-131
ILE ISARETLENMESINE ILISKIN SONUCLAR

4.2.1 % 50 HCI Ortaminda Diazepam'm Yiikseltgen Ajan Olmadan
1-131 ile Isaretlenmesine (Kontrol Deneyleri) iligkin Sonuclar

% 50'lik HCI'de ¢oziinmiis toz halindeki diazepam'la yapilan kontrol
deneylerinde diazepam % 79.0+1.0 verimle I-131 ile igaretlenmigtir.
Sekil 3.9 ve 3.10, 3.11 bu isaretlenmelere iligkin ITLC kromatogramlan
ve elektroforez diagram goriilmektedir. Kuvvetli HCI ortam: elektrofilik
stibstitiisyon igin uygun kosul sagladifindan diazepam'mm kuvvetli asidik
sartlarda elektrofilik siabstitisyon ile iyi bir verimle isaretlendigi
anlagiimaktadir. Elektroforez diagramindan isaretlemenin yiiksek bir (%
79.0+£1.0) verimle gergeklestifi aynca isaretli bilesigin nétral yapida
oldugu goéralmektedir.

4.2.1.1 % 50 HCI Ortaminda Bekletilmis Diazepam'in I-131 ile
Isaretlenmesine Iliskin Sonuglar

Diazepam ¢ozeltisi oda sicakhiginda yaklagk 7-10 gin
bekletildiginde hidrolizlenmektedir ve bu nedenle 1-131 ile isaretleme
islemi sonucunda iki farkl1 triin olugmaktadir (Sekil 3.12). Isaretli bilegik
Dowex 1 anyon degistiriciden gegirilerek serbest iyottan ayrlmas:
saglanmigtir. Deneye ait kromatogram sonuglan Cizelge 4.2'de
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verilmistir. ITLC 1 banyo ortamindaki 131IDZ'in % verimi 72.0£7.0 iken
ITLC 2 ortaminda % 66.5+1.5 oldugu gériilmektedir.

Bunun nedeni banyo  ortammmn  asidik  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Diazepam ve (131THU) hidroliz triiniin kuvvetli
asidik sartlarda elektrofilik siibstitiisyon reaksiyonu ile isaretlendigi
dastniimektedir.

Cizelge 4.2 % 50 HCI Ortaminda Bekletilmis Diazepam'in (131IDZ ve
131THOU) Farkli ITLC Ortamlarina Ait % Isaretlenme Verimleri.

Isaretlenme Verimi (%)

ITLC 1 (BuOH/Su/AcOH) ITLC 2 (izo/BaQH/NH4OH)
131THO 131[DZ+1311, 1311HU 1311DZ,
28.0+7.0 72.0+7.0 33.5¢1.5 66.5+1.5

4.2.2 Ampul Ortamindaki Diazepam'in Yiikseltgen Ajan Olmadan I-
131 ile Isaretlenmesine (Kontrol Deneyleri) iliskin Sonuclar

Ampul ¢ozeltisindeki diazepam ile yapilan kontrol deneyinde
diazepam'in 1-131 ile isaretlenmedidi yalmizca ortamda ¢ézgen olarak
bulunan etanol ve propilen glikolun isaretlendigi tesbit edilmigtir.

4.3 CAT YONTEMINE GORE DIAZEPAM'IN I-131 iLE
ISARETLENMESINE ILISKIN SONUCLAR

CAT (Kloramin—T) yontemine gore yapilan ¢alismalarda; 6ncelikle
5.6 mg/ml CAT konsantrasyonu kullamlarak diazepam'in I-131 ile
isaretlenmesi deneyleri yapilmig ve oda kosullarinda yapilan deney
sonuglaninda (Sekil 3.17 ve $ekil 3.18) isaretlenme verimi % 59.0 olarak
elde edilmigtir. Verimin digtk olmasi nedeniyle sicaklik, CAT miktarn
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ve reaksiyon siiresi gibi parametreler denenerek daha uygun isaretlenme
kosullan aragtinimigtir.

4.3.1 CAT Yonteminde I-131 ile Isaretlenmeye Etki Eden Etmenler
4.3.1.1 Sicakhign Etkisi
Isaretlenme verimine sicaklifin etkisini incelemek amaciyla 20-25

ve 50-60 °C sicakliklarda galigilmig ve bu deneyler sonucunda elde
edilen degerler Cizelge 4.3'de verilmigtir.

Cizelge 4.3 Sicakhigin Isaretlenme Verimine Etkisi.

Isaretlenme Verimi (%)

Sicakhik | ITLC 1 (BuOH/su/AcOH) | ITLC 2 (izo/BuOH/NH4OH)
(°C)

131 | 131ppZ+131], | 13114131, 131Dz,
20-25 29.5%1.5 70.5%1.5 40.530.5 59.510.5
50-60 62.5+ 2.5 37.5+2.5 73.5+2.5 26.5+2.5

4.3.1.2 CAT Miktarmm Etkisi

Isaretlenme verimine CAT miktarimin etkisini incelemek igin 5.6,
11.2, 22.5 mghk yikseltgenler kullanilarak yapilan deneylerin ITLC
banyo ortamlarina gore elde edilen isaretlenme verimleri Cizelge 4.4'de
verilmektedir. 11.2 mg CAT kullamldiginda; ITLC 1 banyo ortaminda
isaretlenme verimi % 80.0+5.0 bulunurken ITLC 2 ortaminda ise % 72.5
+2.5 oldugu bulunmugtur. Bunun yam sira 22.5 mg CAT kullamldiganda
verimin % 69.5+0.5 ve 62.0+2.0 (ITLC 2) oldugu gorilmigstir. ITLC 1
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banyo ortaminda isaretlenme veriminin yiksek olmasi banyo pH'indan

kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.4 % 50 HCI Ortamindaki 131IDZ'n Isaretlenmesinde CAT
Miktarinin Etkisi.

Isaretlenme Verimi (%)
CAT mik. ITLC1 ITLC 2
(mg) (BuOH/Sw/AcOH) (Izo/BuOH/NH4OH)
1311~ 13111)Z+13112 1311--4_13112 i311p7.
5.6 22.5+1.5 77.5+1.5 40.5+0.5 59.5+0.5
11.2 20.0%5.0 80.0+5.0 27.582.5 72.582.5
22.5 29.510.5 69.5+0.5 36.5+0.5 62.0£2.0

4.3.1.3. Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Optimum CAT miktart 11.2 mg olarak saptandiktan sonra
reaksiyon siiresinin diazepam'mn I-131 ile isaretlenme verimine etkisini
incelemek i¢in 30, 60, 120 dakikalik reaksiyon siirelerinde deneyler
yapildi. Bu deneylerden ITLC yontemi ile elde edilen ortalama

isaretlenme verimleri sonuglan Cizelge 4.5'de verilmistir.
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Cizelge 4.5 % 50 HCI Ortamuindaki 131IDZ'in (11.2 mg/ml CAT)
Reaksiyon Siiresinin Isaretlenme Verimine Etkisi.

Isaretlenme Verimi (%)
Siire (dak.) 131]- 1311p7.
30 27.5 72.542.5
60 33.0 67.0£3.0
120 40.0 60.0+£5.0 -

CAT yontemine gore % 50 HCI ortaminda diazepam'in I-131 ile
1saretlenmesi igin etki eden parametreler incelenmis ve optimum kogullar
belirlenmigtir. Bu optimum kogullar Cizelge 4.6'da verilmektedir.

Cizelge 4.6 CAT Yontemine Ait Optimum Kogullar.

Sicakhk Oda Sic.
Reaksiyon Siiresi 30 dak.
CAT Miktan 11.2 mg
Diazepam Miktari 1 mg

Iyot Miktar Tas1yicisiz
Cézgen % 50 HCI
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4.4 TODOGEN YONTEMIi iLE DIAZEPAM'IN I-131 ILE
ISARETLENMESINE ILISKIN SONUCLAR

441 % 50 HCI Ortaminda Diazepam'm I-131 ile Isaretlenme
Sonuclan

Yiikseltgen ajan olarak iodogen kullamlarak % 50 HCI ortamindaki
diazepam'in I-131 ile isaretlenmesi sonucunda elde edilen ITLC
sonuglan Cizelge 4.7'de verilmektedir. Cizelge 4.7'den de goriildugi gibi
ITLC 1 ortamindaki 131IDZ+131] verim % 97.5 £2.5 iken ITLC 2 banyo
ortaminda ise % 84.0 1.0 oldugu bulunmustur. Banyo ortamlan
arasindaki % 13.5'lik isaretlenme verimi fark: ITLC 1 banyo ortamimn
asidik (pH=3) olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu deneye ait elektroforez
diagramina (Sekil 3.26) bakildiginda isaretli bilesigin nétral oldugu
goriilmektedir.

Cizelge 4.7 % 50 HCI Ortamindaki 131IDZ"1n % Isaretlenme Verimleri.

Isaretlenme Verimi (%)
ITLC 1(BuOH/Su/AcOH) ITLC 2 (Izo/BuOH/NH4OH)
1311- 131[pZ,+1311, 1311, 131 1311pz7,
2.0£2.5 97.512.5 16.0£1.0 84.0+1.0

4.4.2 Ampul Ortammndaki Isaretlenme Sonuglar

Ampul ortamindaki diazepam'in iodogen kullamlarak yapilan
deney sonuglarindan elde edilen % isaretlenme verim degerleri Cizelge
4.8'de verilmigtir. Bu ¢izelgeden de gériildagi gibi ITLC 1 ortamindaki
131IDZ+131], igaretlenme verimi % 99.5+0.5 iken ITLC 2 ortaminda ise
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% 64.0£1.0 olarak tesbit edilmigtir. Bu % verim degerleri aradaki %
35.5'luk fark yine kullamlan banyo ortamlarimin pH'dan ileri gelmektedir.
BIIDZ'm saflagtinimasi igin Dowex 1 anyon degistirict kolondan
gecirilmigtir. Ampul ortaminin pH= 6 olmasi nedeniyle kolonda tutulan
131IDZ 0.1 N HCI ¢bzeltisi ile elue edilmigtir. Eliisyon isleminin
gergeklestigi Sekil 3.30 ve Sekil 3.31'den gorillmektedir.

Cizelge 4.8 Ampul Ortamindaki 131IDZ"1n % Isaretlenme Verimleri.

Isaretlenme Verimi (%)

ITLC 1 (BuOH/Suw/AcOH) ITLC 2 (izo/BuOH/NH,OH)
131y- 1311p7+131], 1317,+1317- 1311p7.
0.5+0.5 99.540.5 36+1.0 64+1.0

lodogen yontemine gore heriki ortamda yapilan deneylerin
sonuglann karsilagtinlacak olursa; % 50 HCI ortamindaki diazepam
kullamlarak yapilan deneydeki igaretlenme verimi % 84.01+1.0 olmasina
karsin ampul ortamindaki ise % 64.01.0 dir. Isaretlenme verimindeki bu
fark  isaretlenen diazepam'in  bulundugu ortamin pH'indan
kaynaklanmaktadir. lodogen ortaminda elektrofilik siibstitiisyon
reaksiyonu ile diazepam'm I-131 ile isaretlenmesi gergeklesmistir. Aynica
isaretli bilesigin hi¢ yirimemesi yani uygulama noktasinda
kalmasindanda bilegigin noétral oldugu goriilmektedir.

Isaretlenme siiresinin % igaretlenme verimine etkisi incelenmis olup
30, 60 dakikalik reaksiyon siirelerinin isaretlenmenin hizli olmasi
nedeniyle isaretlenme verimini degistirmedigi gorulmigtir. Aynca
iodogenli tiip sayisinin da igaretlenme verimine etkisi incelenmis fakat
isaretlenme veriminde artiy gézlenmemistir.
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Radyofarmasé6tigin  kararlilifim  tesbit etmek i¢in yapilan
deneylerde; isaretli bilesigin buzdolabi ortaminda birka¢ giin kararh
kalabildigi saptanmistir. Buna goére iodogen yontemi igin saptanan
optimum deney kosullan Cizelge 4.9'da gorilmektedir.

Cizelge 4.9 fodogen Yo6ntemine Ait Optimum Kogullar.

Sicakhik Oda Sic.
Reaksiyon Siiresi 15-20 dak.
fodogen Miktar: 1 mg
Diazepam Miktar 1-5 mg
Iyot Miktar: Tag1yicisiz
pH [Ortam1(PG,BA,EA,SB)] 6

pH [Ortam 2 (% 50 HCI)] <0

4.5 ISARETLENEN BiLESIKLERIN KIMYASAL
YAPILARININ AYDINLATILMASI

Isaretli bilegiklerin kimyasal yapilarimn agiklanabilmesi igin
diazepam'n ve iyododiazepam bilesiklerinin IR, HF NMR, MS
spektrumlan alinmagtir.

4.5.1 IR Spektrumlar:
Diazepam'in IR spektrumu ve ampul ¢ozeltisi ortaminda bulunan

diazepam ile yapilan inaktif deneyde sentezlenen iyododiazepam'm IR
spektrumlan Sekil 4.1 ve Sekil 4.2'de verilmigtir.

‘Jr/v : v—i?“v y oL i
AR et
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Cizelge 4.10 IR Spektrum Sonuglar.

| Dalga Boyu ( cm-1) Gruplar
708-866 Ph-Cl
1597-1688 C=0
11327-1410 N-CH3
600 Ph-1
3383-3412 C-OH

Diazepam'in IR spektrumunda gorildigi gibi 709 cm-'de Ph-Cl
piki, 1625 cm-'de C=0O piki, 1340 cm-1'de de N-CH3 pikleri ve 3383
cm-1'de dalga boyunda ise nemden kaynaklanan OH piki gorilmektedir.

Spektrumdan da gériildiigii gibi dalga boyu 708 cm-1'de Ph-Cl piki,
1688 cm-1'de C=0 piki, 1327 cm-1'de de N-CH3 pikleri ve Ph-I piki ise
600 cm-1 dalga boyunda gériilmektedir.

Asidik ortamda bulunan diazepam ile iodogenli ve kontrol
ortamlan igin iki inaktif bilesik sentezlenmis olup spektrumlan Sekil 4.3
ve Sekil 4.4'de verilmistir. Bu spektrumlarda da ampul ortamina ait IR
spektrumunda goriilen pikler goriilmektedir. Fakat Sekil 4.2'de 1688 cm-
1 dalga boyunda gérilen C=O piki asidik ortamda yapilan galismalar
sonucunda elde edilen IR spektrumlannda goérilmemektedir. Bunun yani
sira dalga boyu 3412 cm-l'de -COOH piki goriilmektedir. Heriki
spektrumda da A= 600 cm-1'de C-I piki yer almaktadur.

Asidik ortamda yapilan sentezlerde IR spektrumlarinda gorildigi
gibi yapmn hidrolizlendigi COOH baginin olustugu disiiniilmektedir.
Bu sonucu destekleyen sonuglar 1-131 ile igaretlenme deneylerinde de
gorilmektedir. Clinkii asidik ortamdaki bekletilmis diazepam'in I-131 ile
isaretlenme deney sonuglarinda ($ekil 3.12, Sekil 3. 13) iki pik
gorilmektedir, bunun nedeni olusan iki iriiniinde isaretlenerek iki farkli

isaretli bilegigin olugsmasidir.
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4.5.2 TH NMR Spektrumlari
Radyoaktif iyodinasyon ile aymi sartlarda idogenli ortamda

ampuldeki diazepam'in sentezlenmesi sonucunda elde edilen bilegigin 'H
NMR spektrumu Sekil 4.5'de goriilmektedir.
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Sekil 4.5 Ampul ortaminda iyododiazepam'in 1H NMR spektrumu.
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Cizelge 4.11 1H NMR Spektrumlarindan Elde Edilen Veriler.

ppm Aciklamalar
2.80 1-N-CHj
4.97 3- C-H dublet
337 3- C-H dublet
6.32-7.10 Fenil C-H

Cizelge 4.11'de gorildign gibi 2.80 ppm'de 1 pozisyonundaki N-CHs,
4.97 ppm ve 3.37 ppm'de iki tane dublet 3 pozisyonundaki alifatik C-H
protonlanina aittir. 6.32-7.10 ppm arasmdaki 3 dublet ile bir triplet pik
fenil halkasimin protonlarina aittir. Bu durumda iyot atomunun fenil
halkas izerine baglanmig olmasi miimkiindir.

Asidik ortamda hem iodogenli hem de kontrol ortaminda yapilan
sentezler sonucunda elde edilen bilesiklerin 1H NMR spektrumlar Sekil
4.6 ve 4.7'de verilmektedir.



107

KKEDZ
Chaced: CDCl,

U\W% I
T /l M

|ll||l[[ll1llr[llll|llll[llll llf][llllrllll]lllll
0

Sekil 4.6 % 50 HCI ortamindaki iyododiazepam'in (kontrol) 'H NMR
spektrumu.
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Asidik ortamda yapilan deneyler de elde edilen bilesiklerin 1H
NMR spektrumlanna bakildiginda ampul ortamindakinden farkli olarak
1.4 ppm'de 1 pik daha gorilmektedir. Bu pikin C=0 grubunun
hidrolizlenmesi sonucunda olusgan COOH protonuna ait oldugu

dustintlmektedir.
4.5.3 Kiitle Spektrumlar1 (GC-MS)

Kati diazepam'in EI (electron impact) ile yapilan kiitle spektrumu
Sekil 4.8'de gorilmektedir. Bu spektrum sonuglarina gore asafida
gorillen A bélanmesi (Sekil 4.9) sonucunda olusan iyon gruplari ve
diazepam'dan bazi gruplarin aynlmas: sonucu olusan iyonlar Cizelge
4.12 verilmektedir.
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Sekil 4.9 Diazepam'in A bolunmesi.

Cizelge 4.12 Diazepam'in Kiitle Spektrumundan Elde Edilen Veriler.

Gruplar iyon (m/z)
M+ H* 285
(M + ) -CI 250
A+t+Ht 200
A*t+ CH3 215
A+CI 205
B+l 124
B+ CI+OH 140

Radyoaktif iyodinasyon ile aym sartlarda iodogenli ortamda
ampuldeki diazepam'in sentezlenmesi sonucunda elde edilen bilesigin
kitle spektrumu Sekil 4.10 a ve b'de asidik ortamda sentezlenen (kontrol)
iyododiazepam'in ve iyododiazepam'in kiitle spektrumlan ise Sekil 4.11 a
ve b, Sekil 4.12 a ve b'de gorilmektedir.




B E

B i{@

B

1500

1000

T Son3an @S9k 3D

©

b __L:L_ %E;_ ._

112

'-g-azozn*Bnu_sﬁaﬁs-‘.8-ﬂ§-a¢3-3-8¢a_8ds§§

Pueosﬁo.ssw!ssﬁg‘ﬁsggssgsgggs.a.

= Ll | _,___i L

-agﬁgw—agﬁgﬂgggugassguﬁ

Sekil 4.10 a Ampul ortaminda iyododiazepam'in GC-MS spektrumu.



113

nuwmseds SIN-D0) ururedozeipopoAr
(Tonuoy) peputwelo IOH 0S % © 11'y [o§

a'e {uns 660°E1) vZEG oG

OS¢ OUBL 0091 OISt 0F'SL OV'SL OZ'SL OUGL OFYL 0IFPL OFPL OZ¥L OD'SL OFCL OFEL ObEL oZEL 00E

o

§ 82878988 8

g

1 3 \\ ¥ i

frr——————— ——————— o~
020 LTATAV A Ve N ‘\\zl../ % TN ,\/)VA.,».\\
i __ H m
Y. _
__
|

nwnnyads SIN-O0
ut,wredazerpopoAr epururelio (ndwry q g RIS N

SZr 0Zr Siy oir

coL... GTAmasmyENegyms

rr=siry Tyremgy

O oox o we o mir o ok oec s 0 o 0% g 0 w@x oo i

OZYL OL'YL 0Ol OB OGCH OLEL OVl OSEL OF'Sh OEEl 0T GLFL OOEI 0SZ) 0TI OLTE DOTI 09T -
G G e B ) e e % s > r

g—
)

BEEBREBERE

b4

-



8 B B & B B # B B

li]

. 995 1000 1005 1010 1015 1020 1025 1030 1038 1040 1045 1080 1055 1060 1065 1070

Soan 3890 (10.23S miny: 2.0

I

L

L

|

igggﬂogugazvﬁgugusssﬂg

114

i 8 & 8

-

- - 1280 1290 1300 1310 1320 1390 1340 1380 1380 1370

180

o

| Boen 4568 (13415 min; 1.0

Ot

gggggggogaﬁﬂgagggggggggagggﬁﬁoﬁagﬁ

Sekil 4.11 b % 50 HCI ortamindaki (kontrol) iyododiazepam'in GC-MS  spektrumu.



115

awnnyads SN-0D ur,wedszeIpopoAT INEPUIEIO [DH 0S % & 71 p S

OB S O SIZ DI S 0 KX O ST B WX O RZ 02 $IZ 012 S 0% o6 O 51 08l SOt 084 SIL QUL 994 09 SGL OSL Skl OVL SEL OEL 2L GZb GHI OLL SOI 0OV 6
HBID " T ; T 1 0 T ; . T ] ; T T o
t.w : fe i ) S NI g _ ; I _ | : I} _mm - % _ -
] “.# : sl w . £ 000T ; v : ooz
1 ﬂ i LR bocor W i “ o>
i i i
«: o _ :
: ;s M |} ooce Il 009
al dr b 0006 ; ooe
i . : i :
P e ki ; o000t i oot
: i i oooz! : ; oozt
! ! .
M ooovt p ool
i i
M ooy “_ 0091
,H o00et f roos
I i .
h 0000z { } boez
I oaozz ooz
1 000vZ bt

TZaMZVIQ (U £21°81) G101 uess

AWYHTZVIA (o Z60°8) 8122 wess
o't orat [+°4:13 ooer [+ PAY 0941 oviL L 0021

8,0s.uowddeﬁ.wa\ns.hﬁ.hovﬁaﬁahgggdgwaﬁgamsﬁ

00000Y A St N A A AN e i prmme, o~ 10
y Y AWl
| . M | ..,
, ' : 0000
! 000005 \
) ._ L T L ooooss oxos
n 1 N ., . H
o of SRSl L . dive kR | , il
) ALY . § MERA | : [ 000099 ooorot
Wi} il R ! : R FETHTR LR : i} E
L Th Y 1 Ul o000z o000z
i ’ ol b ' o N
T R ’ "R 000052 0000wY
" ! aonn oo
' 000058 oo00a:
200008 000002
fooooss =
i
| oooo004 00O0NZ
} 3
aZanizwia :ou




116

b4
et

Wmm%mmﬁww‘» vW"’WWM L

i
1700 4710 1720 1730 1740 1780 1780 {770 1780 1780 1800 1840 1820 1830

Soan 6833 (17.651 min): 1.D

.3 aspBHBBENBER

b gl e e

! ix|‘~ P18 el i
330 335 340 345 250 355 360 365 370 375 380 365 290 36 400 405 410 415 420 425

FAR tR It e 1
280 285 200 295 300 305 310 315 320 325

Sekil 4.12 b % 50 HCI ortamindaki iyododiazepam'm GC-MS
spektrumu.

Asidik ortamda diazepam'mn bir kismi agagidaki reaksiyona gore
hidrolizlenmektedir. Bunun sonucunda hidrolizlenen ariin ve diazepam

isaretlenerek iki farkli Grin olustugu disiniilmektedir. Ongoriilen
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diazepam'in hidroliz triintn iyot ile isaretli formuli (Sekil 4.13) agagida

verilmektedir,

Sekil 4.13 131[HU"in 6ngoriilen yapisal formiili.

Inaktif olarak sentezlenen iyododiazepam komplekslerinin GC-MS
ile EI (electron impact) modunda kitle spektrumlarma gore
iyododiazepam'in agagida gosterildigi gibi A bolinmesi (Sekil 4.14)
sonucunda olusan A ve B gruplan iizerinden meydana gelen iyonlar ve
bunun disginda olusan iyonlara ait m/z degerleri Cizelge 4.13'de

verilmektedir.
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e

Sekil 4. 14 131IDZ"1n A bolimmesi.

Cizelge 4.13 lyododiazepam'n Kiitle Spektrumundan Elde Edilen

Veriler.
Gruplar Iyon (m/z)
M++ H* 412
(M*+ H*) -CH; 396
M*-C=0 383
A grubu(Cy3 Hg C1T) 326
AT+ C=0 354
A*+ CHj3 341
A*-Cl 291

M*+ HYm m/z = 412 dir. Bu pik diazepam'imn iyodlandigim
gostermektedir. Iyododiazepam'm diazepam'dan farkli olarak molekiilden
aynlan iyonlar Cizelge 4.13 gorildiugi gibidir. Diger iyonlar diazepam'in
kiitle spektrumunda gézlenenler ile aym m/z degerlerine sahiptirler.
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Iyot atomunun diazepam molekiilii iizerinde bagh oldugu karbonun
H* NMR sonuglarina gore alifatik karbonlar olmadigina gore fenil
halkasi tizerinde olmasi gerekmektedir. Iida ve arkadaglan (1994)
tarafindan yapilmis olan ¢alismada 1,4 Benzodiazepin molekiiliinde 5
fenilin 2' pozisyonunda halojen gibi elektron verici gruplarin girigim
yaptigt ve 2'IDZ'nin diazepam'dan daha fazla bir reseptor ilgisine sahip
oldugu tesbit edilmigtir (Irda et al., 1994).

Inaktif olarak sentezlenen iyododiazepam'in spektrofotometrik (IR,
UV; NMR; MS) analiz sonuglarindan elde ettigimiz bilesigin fenil
halkas1 Uzerine iyot atomunun baglandif1 anlasiimaktadir. Ancak elde
edilen sonuglardan iyot atomunun 2' pozisyonuna baglandigi konusu
kesin degildir. Bu bir karigim da olabilir. Buna goére ongérilen yap
formiila asagidaki gibidir (Sekil 4.5).

Sekil 4.15 131 IDZ'1n 6ngiriilen yapisal formiilii.

Buna bagli olarak % 50 HCI ortaminda bulunan diazepam
kullamlarak yapilan kontrol deneylerinde I-131 ile isaretleme sonucunda
2 pik elde edilmektedir (Sekil 3.12, 3.13). Kontrol ortaminda (ortamin
asidikliginden dolay1) inaktif olarak sentezlenme sirasinda bir kisminin
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yukanidaki reaksiyon geregi hidrolizlenebilecegi ileri striilmektedir
(Nudelman and De Waisbaum., 1994).

m/z =301 olan pik asidik ortamda kontrol deneyi sonocunda elde
edilen iyododiazepam'mn kiitle spektrumunda net olarak goriilmektedir.
Fakat iyodlanmig olan bilegifin m/z = 429 olmasina kargin m/z = 420'e
kadar taratildign igin bu pik tesbit edilememistir. Bu ortamdaki
diazepam'in I-131 ile isaretlenmesi sonucunda 2 pikin varligy hidroliz
tiriininde igaretlenmesi nedeniyle Rf degerlenn farkli iki trin elde
edildigi digtniilmektedir. Bu ongoriilen bilesik formiilleri Sekil 4.13 ve
Sekil 4.15'de gorildagi gibidir.

Iodogenli tiipte yapilan ¢aligmalarda reaksiyonun hizli olmasi ve
iyodun yiikseltgenmesi nedeniyle elektrofilik stbstitisyon s6z
konusudur. Asidik ortamda C=O grubunun hidrolizlenmesi sonucu
COOH grubu olusur, asidik ortamin saglamig oldugu yiikseltgenme
sonucunda sonucu olusan I*'un fenil halkasina baglanmas: ile farkli bir
bilesik olugmaktadir. Asidik ortamda kontrol sartlarinda sentezlenen
bilesikte bu iki yapinin da mevcut oldugu gorulmektedir (Sekil 3.12 ve
Sekil 3.13).

4.5.4 Erime Noktasi Tayini

Inaktif olarak sentezlenmis olan diazepam bilegiklerinin erime
noktalar1 DSC'de (Differential Scanning Calorimetry) saptandi. Elde
edilen erime noktas1 grafikleri Sekil 4.16 a, Sekil 4.16 b ve 4.16 c'de
verilmistir. Ampul ortaminda hazirlanan iyododiazepam (IDZ) bilesigin
erime noktas: 127.9 °C, asidik ortamda kontrol deneyi sonucunda elde
edilen iyododiazepam'in (KKIDZ) 1382 °C ve asidik ve iodogenli
ortamda hazirlanan iyododiazepam'in (KIDZ) erime noktas: 1se 133.7 °C
olarak saptanmistir. Buna gore sentezlenen iyododiazepam bilesiklerinin
erime noktalan diazepam'inkinden farkli bulunmustur. |
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4.6 IN VIVO CALISMALARIN SONUCLARI

4.6.1 Siganlar Uzerinde Yapilan Biyolojik Dagilm Calsmalarinm
Sonuclan

Yapilan in vivo ¢aligmalarda !131IDZ'n biyolojik dagilimi
incelenmesi deneylerinde herbir deney sonucunun elde edilmesi igin 3
sigan kullamlmis ve sonuglar bu 3 deneyin ortalamasi olarak verilmigtir.
Enjeksiyon interiperitonel olarak yapilmigtir. Herbir organ tartildiktan
sonra aktivitesi Nal (TI) sintilasyon dedektoriinde sayilmugtir.
Organlardaki 131IDZ''n dagilimimin  sireye bagli olarak degisimi
izlenmigtir. Enjekte edilen radyofarmasotidin aktivitesi relatif olarak 100
kabul edilmis ve buna gore organlardaki % aktivite hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar Cizelge 4.14'de verilmigtir. $ekil 4.17'de organlarin %
aktivite dagilimumin zamana gore degigim grafikleri gorilmektedir.




Cizelge 4.14 Zamana Bagli Olarak Organlardaki % Aktivite/g Degisimi.

Siire(dak.) Beyin Karaciger | Akciger Bobrek Kalp Kan Beyin/Kan
10 0.04 £0.01 | 0.07+0.02 | 0.09£0.03 | 0.12+0.08 | 0.07+0.07 0.12%0.05 0.32+0.04
20 0.06+0.01 | 0.13+0.01 | 0.13£0.01 | 0.42+0.14 | 0.11£0.01 0.16+0.01 0.3610.01
40 0.15+0.01 | 0.50£0.09 | 0.46+0.02 | 0.91£0.06 | 0.68+0.16 0.41+0.07 0.37+0.07
60 0.19+0.06 | 0.63+0.10 | 0.53£0.12 | 1.40+0.26 | 0.40+0.08 o.ﬁwo.g 0.42+0.12
120 0.11+0.01 | 0.27+0.06 | 0.23£0.10 | 0.55+0.19 | 0.46%0.35 0.241+0.10 0.55+0.24

124
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Sekil 4.17 Organlarin % aktivite/g oranlarinin zamana gore
degigimi.

Ayrica organ bagina zamana bagli % aktivite dagilim stireye bagh
olarak Cizelge 4.15'de gorildigu gibidir.
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Cizelge 4.15 Organlarin % Aktivite Dagilimlarniin Zamana Bagh

Degigimi.
Siire (dak) | Beyin | Karaciger | Akciger | Bobrek | Kalp Kan
10 0.90 0.64 0.23 0.17 0.08 0.13
20 1.25 1.08 0.23 0.30 0.13 0.20
40 2.94 3.49 0.93 0.51 0.34 0.72
60 3.60 5.18 3.07 0.85 0.29 0.50
120 . 2.68 2.60 0.58 0.50 0.29 0.40

4.6.2 Tavsanlar ile Yapilan Sintigrafik Cahsmalardan Elde Edilen

Sonuclar

Sophy DX (64x64) gama kamera ile yapilan sintigrafik
¢alismalarda tavsan kullanilmigtir, enjeksiyondan sonra belirli zaman
araliklarinda gérintileme islemi gergeklestirilmistir. Bu deneyler
sonucunda elde edilen sintigramlar Sekil 4.18, 4.19 ve 20 a, 20 b'de
verilmistir. Bu sintigramlardan yararlanilarak bagin isaretli bolgesinden
elde edilen piksel bagina ortalama sayim ile background oram
bulunmugtur (Cizelge 4.16). Bu gizelgeden de gorilldagi gibi intravenoz
enjeksiyondan 5 dakika sonra bagdaki piksel basina ortalama sayim
/background orani 1.9, daha sonra da bu deger 1.9 sabit olarak kalmigtir.




Sekil 4.18 131IDZ'n tavsana enjeksiyonundan 5 dakika
kamera ile elde edilen posterior pozisyonda viicut sintigrafisi.

sonra gama

9
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1 1B B

Sekil 4.19 131IDZ'n tavsana enjeksiyonundan 40 dakika sonra gama

kamera ile elde edilen posterior pozisyonda viicut sintigrafisi.



ilgi al‘afﬁ»n i

ilgi alany POCI 2

Sekil 4.20 a 131IDZ'n tavsana enjeksiyonundan 60 dakika sonra gama

kamera ile elde edilen posterior pozisyonda viicut sintigrafisi.
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Sekil 4.20 b 131[DZ'in tavsana enjeksiyonundan 60 dakika sonra gama

kamera ile elde edilen tiim viicut sintigrafisi.
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Sintgrafide bulunan isaretli bolgeler; 1. bas, 2. background (arka sol
uyruk) ilgi alam (ror), ilgi alanlanmin sayimi (roicount) altta sayisal
olarak verilmistir. Orta kolon ilgi alanlarinin (point) piksel sayisin
gostermektedir. 2 numaralt alanin saginda goriilen yogun aktivite alant

mesane dir.

Cizelge 4.16 131IDZ''n Uygulanmadan Sonra Bagdaki Piksel Bagina
Sayim Ortalamasi/ Background Oraninin Zamana Gére Degigimi.

Siire (dakika) Piksel Bagina Sayim
Ortalamasi)/Background
5 1.9
40 1.8
60 1.9

Enjeksiyondan 10 dakika sonra kalp ve akcigerdeki tutulma
beyninkinden yiksektir. Bunun yamsira diger organlardaki tutulmamn da
yiiksek oldugu goze ¢arpmaktadir (Cizelge 4.14). Bu durum lida Y. ve
arkadaglar1 (1994) tarafindan yapilan ¢aligmada da gézlenmektedir.

Cizelge 4.14'de maksimum beyin tutulumuna enjeksiyondan 60
dakika sonra ulagildigi gorilmektedir. Inmis ve arkadaglari (1991)
tarafindan [123]]JRo 16-0154 ile yapilan calismada ise maymunlarda
maksimum beyin tutulumuna 70 dakikada ulagilmigtir (Innis et al., 1991).
Siganlarla yapilan diger bir ¢aligmada ise [123]JR016-0154 intravenéz
olarak enjekte edildiginde enjeksiyondan 10 dakika sonra beyindeki
tutulma maksimuma ulasmistir (Beer et al, 1990). Intravenoz
uygulamada kisa bir sirede maksimuma ulagmasinin nedeni
radyofarmasotigin direk olarak kan yolu ile taginmasidir. Bizim siganlar
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tzerinde yapmis oldugumuz ¢aligmada interiperitonal yol kullamldig
icin dagilim daha yavas olmaktadir.

Bu radyofarmasétigin temizlenme hizina bakilirsa; 1 saat sonra
bobreklerdeki doz orami 1.4 iken 2 saatte ise bu oran 0.55'e diismiistiir.
Gordliiyor ki 1 saat sonra radyofarmasoétifin ~2/3'0 bobreklerden
temizlenmektedir. Bu oran akcigerlerde ~1/2'dir. Bébreklerdeki
temizlenme oram akcigere goére daha fazladir. Diger organlarda
temizlenme hizi gok yiksek (<1/2) degildir. Bir bilesigin dagilimi eger
kan perfizyonuna bagh ise yitksek tutulma gosteren organlarin ¢ok hizla
temizlenmesi gerekir 11C-2'IDZ ile yapilan g¢alismada da tutulmanin
yalmz kan perfizyona bagli olmadigr goriilmistir (Inda et al., 1994). Bu
caligmada gorildigi gibi temizlenme hizt ¢ok yiiksek olmamaktadir.
Calismamizda elde edilen sonuglar Iida ve arkadaglarninin (1994) elde
etmis olduklann sonuglara benzerdir. Bu nedenle dagilimin sadece kan
perfizyonuna bagl olmadig gorilmektedir

Calismamizin sonuglarna goére kandaki radyoaktivitenin azalmasi
beyninkinden hizlidir. Friced Beer ve arkadaglan tarafindan bulunan
sonuglarla uyum igersindedir (Erieed-Beer et al.; 1990). 1 saat sonunda
bobreklerden sonra en yiiksek aktivite orani karacigerde 0.63'dir ve 2
saatte bu oran 0.27'¢ diigmektedir. Diazepam karacigerde kismen
demetilasyona ugramaktadir ve eliminasyonu yavagstir. Karacigerde
metabolize olmasi nedeniyle radyofarmasétigin azalma oram diigiktiir.

Organ bagina toplam dozun zamana bagh olarak degisimini veren
Cizelge 4.15'e bakildiginda 1 saatte goriildagu gibi karacigerde 5.18 iken
beyinde 3.6'dir. Beyindeki birikim 2 saat sonunda maksimuma ulagirken
diger organlarda ki tutulmanin distugt gozlenmektedir. Beyinde iyi bir
tutulma goriilmesi bu radyofarmasétifin Benzodiazapin reseptorlerinin
SPECT ile gorintilenmesinde kullanilmasinin mimkin oldugunu
gosterir. Beyin/kan oraminin zamana gore artigi 131IDZ'm kandan hizla
temizlendigini ve beyinde tutulmanin yiiksek oldugunu gosterir. Saji ve
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arkadaglan1 (1993), Irda ve arkadaglart (1994) de yaptiklan biyolojik
dagilim galigmalarinda kanda temizlenmenin beyine gore daha hizli
oldugunu ve beyindeki birikimin daha yavas temizledigini rapor
etmiglerdir (Saji et al., 1993; ida et al., 1994).

Siganlar ile yapilan bu g¢aligmalardan sonra tavsanlar iizerinde de
sintigrafik ¢aligmalar yapilmstir. Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda elde
edilen sintigramlardan zamana gore !31IDZ'in bag/background oram
hesaplanmigtir. Cizelge 4.16'dan da gorildugu gibi bastaki tutulma uzun
stire kalabilmekte ve temizlenme yavag olmaktadir.

I31IDZ igin lipofilite degeri saptanmig ve P=1.9 bulunmusgtur.
Oktanol-su oranimin yiiksekligine bagl olarak beyindeki tutulmann hizlt
ve yiiksek olmasi gerekir (Saji et al., 1993). Ayrica Kung ve arkadaglan
(1984) tarafindan yapilan ¢alismada kanda lipid-¢6ziiniir ve nétral olan
bilesiklerin kan-beyin-engelini gegerek serbest bir sekilde difiize olmast
gerektigi ileri sirilmektedir (Kung et al., 1984). Bizim elde etmis
oldugumuz oktanol/su orammm P=1.9 olmasi biyolojik dagilim
caligmalan ile uyum saglamaktadir.
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4.7 ZOPiCLONE'NUN iODOGEN YONTEMINE GORE 1-131
ILE ISARETLENMESINE ILISKIiN SONUCLAR

Propilen glikol i¢inde tam olarak ¢déziinmeyen zopiclone iizerine 8
M HCI ¢6zeltisi ilave edilerek ¢oziinmesi saglanmistir. Sekil 3.33'den de
gorildugu gibi Rf = 0.92-1.00 arasinda % 100 verime sahip bir pik
gozlenmektedir. Fakat bu pikin igaretli bilesik veya 131T'e ait oldufunu
karar vermek icin Dowex 1 anyon degistirici kolondan gegirilmistir.
Dowex 1 anyon degistirici kolondan I-131'in % 2'si gegmistir. Kolonda
adsorbe edilen I-131 propilen gliko,l ile kolonun elisyonu sonucunda %
20'si eliile edilmis geri kalan1 kolonda kalmistir. Kolonda kalan bu
fraksiyon 131I- oldugundan zopiclone'nun 131] ile iodogen yontemi ile
igsaretlenmedigi anlagilmgtir.

Iodogen yontemine gére direk olarak  isaretlenmesi
gergeklesmedigi igin  zopiclone'nun metabolik drini  olan N-
demetilzopiclone Uzerinden isaretlenme yapilmasi planlanmigtir.
Hidroliz sonucu elde edilen maddenin ve karsilagtirmak amaciyla
zopiclone'nun IR spektrumlan alinmugtir (Sekil 4.21, Sekil 4.22). IR
spektrum sonuglan ise Cizelge 4.17'de verilmektedir.
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Sekil 4.21 Zopiclone'nun IR spektrumu.
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Sekil 4.22 Zopiclone'nun hidroliz iirininin IR spektrumu.
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Cizelge 4.17 IR Spektrum Sonuglar.

Dalga Boyu (cm-1) Gruplar

665-610 0-C=0

760-505 C-CI

815-725 2,5 disiibs.pridin
1615-1575 Pridin (C=N)
1465-1500 Pyrazin
1650-1700 COOH
1255-1210 R-O-CO-NHR
3104-3397 C-OH

Zopiclone'nun IR spektrumunda dalga boyu 1257 cm-l'de ester
bagina ait (C-N) piki ve 600-665 cm-1'de COO™ grubu piki, 1579 cm-1'de
piridin halkasinda bulunan C=N grubuna ait kuvvetli bir piki
gorilmektedir. 1465 cm-1 dalga boyundaki pik ise pirazin halkasina
aittir. 1738 cm-1'de siklik halkaya ait C=O-NH piki ve ~ 3400 cm-1
civarinda da nemden kaynaklandig: ditstiniilen OH piki goriilmektedir.

Demetilzopiclone'nun sentezi igin yapilan deney sonucunda elde
edilen bilegigin IR spektrumuna bakildifinda zopiclonemun IR
spektrumuna benzer pikler gozlenmistir. Fakat zopiclonenun IR
spektrumunda goriilen 600-665 cm-1 civarinda COO™ piki gériilmemekte
ve 3397 cm-1'de ise C-OH pikinin gézlenmesi ester bagmin koparak
dekarboksilasyon olay: gergeklestigi gorilmektedir.
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4.8 ZOPICLONE'NUN ERIME NOKTASINDA HALOJEN
YER DEGISTIRME YONTEMINE GORE I-131 IiLE
ISARETLENMESINE ILISKIN SONUCLAR

4.8.1 Erime Noktasinda Halojen Yer Degistirme Yontemine Gore
Isaretlenmesine Etki Eden Etmenler

% 50 HCI iginde ¢oziinen zopiclone'nun halojen yer degistirme
yontemine goére I-131 ile isaretlenme islemi iyi bir verimle gergeklestigi
i¢in, en uygun kosullarin belirlenmesi amactyla bu yéntemde etkili olan
sicaklik, reaksiyon siiresi gibi parametreler incelenmigtir.

4.8.1.1 Sicakhgn Etkisine Iliskin Sonuclar

Bu ¢aligma ig¢in 190-200, 140-150, 90-100, 45-50 °C sicaklik
araliklarinda deneyler yapilarak igaretlenme verimine etkisi
incelenmigtir. Bu sicakliklarda yapilan deneyler sonucunda ITLC ve
elektroforez yontemlerine gore radyokimyasal saflik analizleri sonucunda
elde edilen isaretlenme verimien Cizelge 4.18'de verilmektedir. Aynica
elde edilen elektroforez diagramlanindan bilesigin nétral oldugu
gorilmektedir.
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Cizelge 4.18 Sicakhpin Isaretlenme Verimine Etkisi.

Sicaklik 1311ZP'nun Isaretlenme Verimi (%)
cC)
40-50 34.3£1.0
70-80 96.840.8

90-100 91.0+4.0

140-150 91.0+5.0

190-200 _ 90.38.0

4.8.1.2 Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Optimum sicaklik 70-80 °C olarak belirlendi ve bu sicaklikta
reaksiyon stresinin etkisi incelendi. 15, 30, 45, 60 dakikalik reaksiyon
strelerinde silikon yag banyosunda 1sitilan Dbilesigin igaretlenme
verimleri ITLC ve elektroforez yontemlerine gére saptanmigtir. Elde

edilen sonuglar Cizelge 4.19'da goriilmektedir.

Cizelge 4.19 Reaksiyon Siiresinin Isaretlenme Verimine Etkisi.

Zaman (dakika) | 131IZP'nun Isaretlenme Verimi (%)
15 36.0+4.0
30 84412 5
45 85.344.0
60 96.8+0.8
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Cizelge 4.20 Halojen Yer Degistirme Yontemi Ait Optimum Kosullar.

Madde Miktari 1 mg
Reaksiyon Sicakhigi 70-80 °C
Reaksiyon Siiresi 1 saat
Cozgen pH"1 <0

4.9 Oda Sicakhginda Zopiclone'nun I-131 ile Isaretlenmesine Tligkin
Sonuglar

Oda sicakliginda vakumda ¢6zgen ucurulmadan yapilan bu
deneylerde zamanla bir miktar isaretlenme oldugu Sekil 3.50'deki ITLC 1
kromatogramlarindan da gorilmektedir. Bu grafiklere gore hesaplanan
isaretlenme verimlerinin zamana goére degigimi Sekil 4.23'de verilmigtir.

% Verim

0 20 40 50 8g
Siira (saat)

Sekil 4.23 Oda sicakliginda 131IZP'nun isaretlenme veriminin zamana

gore degisimi.
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4.10 ISARETLI BILESIGIN KIMYASAL YAPISININ
AYDINLATILMASI

Isaretli bilesigin kimyasal yapisinin agiklanabilmesi igin zopiclone
ve iyodozopiclone'nun IR ve kiitle spektrumlar alinmigtir.

4.10.1 IR Spektrumlan

Cyclopyrrolone tiirevi olan zopiclone'nun IR spektrumu Sekil
4.21'de ve inaktif olarak iyotlanan iyodozopiclone'nun IR spektrumlan
Sekil 4.24'de goriilmektedir.

RFA=IZP
7@8.836 ;

64._4408]
568.8451L
51.6494L
45.25372L
38.85749]
32.4622
26.0685]
18. 6708}
13,2754
6.8793 |

621

1126

4820 3500 3900 2508 2000 1580 1028 50
VAVENUMBER CM-1

Sekil 4.24 Iyodozopiclone'nun IR Spektrumu.
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Iyodozopiclone'nun IR spektrumuna bakildiginda 1255 cm-! dalga
boyunda C-N piki gézlenmesine karsin 621 cm-1'de de kuvvetli bir pik
gozlenmektedir. Bu pikin COO~ ve C-I baglarna ait olduklan ve
bunlarin gakistig1 disiiniilmektedir. Ayrica burada hidrolizlenme iiriiniine
ait 3456 cm-1'de OH piki ve 1632 cm-1 civarinda da COOH grubunun
C=0 piki gorillmektedir. Ester ve C-I baglarnina ait piklerin gézlenmesi
iyodozopiclone'nun olustugunu gosterirken diger bilgiler dogrultusunda
da bir kisminin hidrolizlendigi anlagilmaktadir.

4.10.2 Kiitle Spektrumlar:

Yapinun aydinlatilmasi amaciyla zopiclone ve iyodozopiclone'nun
CI (Chemical Ionization) ve El (Electron Impact) kiitle spektrumlan
alinmigtir. Zopiclone'nun CI ve EI spektrumlarn Sekil 4.25 a ve 4.25 b'de
goriilmektedir.
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File:UN-K-ZP-CI Ident:13 Acg: 9-NOV-1995 11:01:17 +1:06 Cal:K-§~
2abSpec CI+ Magnet Bpl:2555865 TIC:617752128
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Sekil 4.25 a Zopiclone'nun CI kiitle spektrumu.
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Zopiclone molekiiliniin asagida goriildigi gibi A bolimmesi (Sekil
4.26) sonucunda olugsan A ve B iyonlan ve bu iyonlarin m/z degerleri
Cizelge 4.21'de verilmektedir.

Sekil 4.26 Zopiclone'nun A bdlinmesi.

Cizelge 4. 21 Zopiclone'nun Kiitle Spektrumundan Elde Edilen Veriler.

Gruplar Iyon (m/z)
M 389
M-A 276
M-B 287
(M -B) -COO" 247
(M -B) -COO™+ OH 262
B+ H* 101
(B + HY) + COO~ 143
(B + H*) + COO~+ OH 157
A+ H 113
(A+HY-Cl 78
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Zopiclone'nun Cl kiitle spektrumunda m/z=247 olan bir pik
gozlenmektedir. Gaillard ve arkadaslarina (1993) gore bu pik
zopiclone'nun GC (Gas Chromotagraphy) analizi termal kosullan altinda
bozunarak, kiigiik bozunma iiriinleri vermesindendir. Aym yazara gore
kiitle spekirofotometrik iki esas pikten 2. piki zopiclone, pik l'in ise
m/z=247 olan bilesige aittir (Gaillard et al., 1993).

Sekil 4. 25 a'da goriilen Cl kiitle spektrumunda m/z=247 olan pik
goriilmektedir. Bu bize COO~ karboksil bagmnin zayifligim
gostermektedir. Termal kosullar altinda zopiclone'nun bozundugu
gorilmektedir.

Zopiclone'nun esas pikleri m/z=143, m/z=245 ve 247 de iyonlarin
pik siddetlerinin oranlar1 3.1 oldugu ifade edilmistir (Boniface et al,,
1992). Bizim ¢aliygmamizda elde edilen zopiclone'nun EI spektrumunda
m/z=143, m/z=245 ve m/z=247 pikleri gozlenmektedir ve bu degerler
literatiir degerleri ile uyum saglamaktadir. Bunun yam sira Kintz ve
arkadaglan (1991) EI spektrumunda m/z= 149, 167 ve 207 iyonlarina ait
piklerin gorilmesi gerektigini belirtmiglerdir (Kintz et al., 1991). Fakat
bu piklerin zopiclone'na ait olmadig1 Gaillard ve arkadaslan tarafindan
ifade edilmigtir. Bizim ¢aliymalannmizda zopiclone'nun EI spektrumunda
bu m/z degerlerindeki pikler gérilmemektedir.

Iyodozopiclone'nun kiitle spektrum (Sekil 4.27 a ve 4.27 b)
sonuglarina gére olusan iyon gruplan ve m/z degerleri Cizelge 4.22'de
verilmektedir. Iyodozopiclone'nun bir A bélimmesi (Sekil 4.28)
sonucunda olusan iyonlar da bu listede yer almaktadir. Bunun diginda
gozlenen pikler zopiclone'nunkine benzer olmasi nedeniyle listede yer
almamaktadir.




148
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Sekil 4.27 a Iyodozopiclone'nun CI kiitle spektrumu.
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Sekil 4.28 Iyodozopiclone'nun A bélimmesi.

Cizelge 4.22 Iyodozopiclone'nun Kiitle Spektrumundan Elde Edilen

Veriler.

Gruplar Iyon (m/z)
(M-C)+1 481
(M-B)+ Cl 414
(M-B)+ Cl+CO 443

Zopiclone'nun Cl spektrumunda m/z=481 pikinin varhif zopiclone
molekiilindeki klor atomu ile iyot atomu arasinda gergeklesen yer
degistirme reaksiyonu ile iyodozopiclone'nun olustugunu gostermektedir.
Iyodinasyon yontemlerinden olan erime noktasinda yer degistirme
yontemi ile iyotlama isleminin gergeklestirilmis oldufu kiitle
spektrumlarindan da goriilmektedir. Reaksiyon denklemi asafida ifade
edilmektedir. iyodozopiclone'nun Ongorilen yapisal formulii ise Sekil
4.29'da verilmektedir.
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0 (AQ

(!—N N —_ CH _CH

Halojen Yer Degistirme Reaksiyon Denklemi.

Sekil 4.29 1311ZP'nun éngériilen yapisal formiilii.

4.10.3 Erime Noktasinin Tayini

[naktif olarak sentezlenmis olan iyodozopiclone'nun erime noktast
DSC'de  (Differential Scanning  Calorimetry)  saptanmgtir.
Iyodozopiclone'nun erime noktas: tayini grafizi Sekil 4.30'da
verilmektedir. Bu grafiktende gorildugi gibi erime noktasi 154.7 °C
olarak saptanmustir. Zopiclone'nun (173 °C) erime noktasindan farkh
oldugu gértlmustir.
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Sekil 4.30 Iyodozopiclone'nun erime noktas: grafigi.
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4.11.1 Sicanlar Uzerinde Yapilan Biyolojik Dagilm Cahismalarinin

Sonug¢lar

1311ZP'nun biyolojik dagilimmin incelenmesi amacryla, 1311ZP
intraperitonal olarak siganlara verilmis ve hayvanlar gesitli zamanlarda
eterle bayitildiktan sonra kesilerek ve tartilan organlar Nal(TI)
sintilasyon dedektoriinde sayilmigtir. Organlardaki aktivite dagdiminin
zamana bagli olarak degisimi izlenmistir. Deneyle ilgili herbir verinin elde
edilmesi i¢in 3 sigan kullandmis ve sonuglar bu degerlerin ortalamasi
olarak verilmistir. Cizelge 4.23'de zamana bagli olarak organdaki %
aktivite/g degisim oranuflart verilmistir. Enjekte edilen radyofarmasétigin
aktivitesi relatif olarak 100 kabul edilmistir. Buna gore herbir organ igin
zamana baglt % aktivite/g grafikleri Sekil 4.31'de gortlmektedir.
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Sekil 4.31 Organlarn % aktivite/g oranlarimin zamana gore degigimi.

Organ bagina ortalama % aktivite miktart Cizelge 4.24'de

verilmektedir.
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Cizelge 4.23 Zamana Bagli Olarak Organlardaki % Aktivite/g Degisimi.

Zaman Dalak Yag Beyin Kas Karaciger | Biébrek Kalp Akciger Kan Beyin/
(Dak.) Dokusu Kan
20 0.0410.02 | 0.04+0.02 | 0.01+0.01 | 0.0940.02 0.0140.03 | 0.0240.01 | 0.0240.02 | 0.0240.02 | 0.06+0.03 | 0.1 ﬁo.ow
40 0.05£0.01 | 0.054£0.01 | 0.01+0.01 | 0.1620.03 | 0.0240.01 | 0.04+0.03 | 0.03+0.01 0.04+0.01 | 0.124+0.04 | 0.08+0.01
60 0.40+0.04 | 0.11+0.01 | 0.0240.01 | 0.2540.06 | 0.16+0.03 | 0.14+0.01 | 0.124+0.01 0.21+0.01 | 0.65+0.08 | 0.03+0.01
120 0.1840.04 | 0.10+0.02 | 0.01+0.01 | 0.2240.14 | 0.11+0.02 | 0.11+0.01 | 0.0640.02 0.1240.05 | 0.5240.39 | 0.03+0.02
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4.11.2 Tavsanlar ile Yapilan Sintigrafik Calismalardan Elde Edilen

Sonuglar

4.23 GBg/mmol (114 mCi/mmol) spesifik aktivitede hazirlanan
1311ZP tavsana intravenoz olarak enjekte edildikten sonra belirli zaman
araliklarinda Sophy DX (64x64) gama kamera ile gorintileme
yapilmistir. Bu goriintilemelerden elde edilen sintigramlar $ekil 4.32.a,
4.32.b ve 4.33.a, 4.33.b'de verilmigtir. Bu sintigramlardan yararlanilarak
bas kismunin isaretli bolgesinden elde edilen piksel bagina ortalama
sayim ile background oranlan tesbit edilmistir. Intravenoz enjeksiyondan
sonra 25 dakikada elde edilen bastaki piksel bagmma ortalama
sayim/background sayim oram 2.72 iken 90 dakika sonra bu deger
1.77'ye diigmiigtiir.

Sintigrafide bulunan igaretli bolgeier 1. bas, 2: background (arka
sag uyruk) ilgi alam (ro1), ilgi alanindan elde edilen sayumlar (roicount)
altta sayisal olarak verilmigtir. Orta kolon (points) ilgi alanlarindan
piksel sayisiu gostermektedir. 2 numarali alanin solunda goériilen yogun
aktivite alam1 mesanedir.




160

sayimif

o, e

Sekil 4.32.a 1311ZP nun tavsana enjeksiyonundan 25 dakika sonra gama
kamera ile elde edilen posterior pozisyonda viicut sintigrafisi.
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Sekil 4.32.b 131[ZP’nun tavsana enjeksiyonundan 25 dakika sonra gama
kamera ile elde edilen genel viicut sintigrafisi.
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Sekil 4.33.a 131[ZP’nun tavsana enjeksiyonundan 90 dakika sonra gama
kamera ile elde edilen posterior pozisyonda viicut sintigrafisi.
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Sekil 4.33.b 131IZP’nun tavsana enjeksiyonundan 90 dakika sonra gama
kamera ile elde edilen genel viicut sintigrafisi.
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Biyolojik dagihm c¢aligmalarindan elde edilen sonuglara goére
(Cizelge 4.23) enjeksiyondan sonra ilk 20 dakikadaki kasin % aktivite/g
oramt 0.09 olarak maksimum bir degere sahip iken bunu yag dokusu ve
dalaktaki aktivite miktan izlemektedir. Beyindeki 20 dakika sonundaki
% aktivite/g oram diigik olmasina kargin maksimum degere 60 dakikada
ulagilmaktadir. Beyinde eliminasyon yavas oldugu i¢in 1 saat sonunda
organ gram bagina % aktivite 0.11°¢ ulagir. Kan oOrmeklerinde %
aktivite/g yine 1 saatte maksimuma ulagmas: dolayisiyla kana paralel
olarak biitiin organlarda maksimum aktiviteye 1 saatte ulagiimigtir. 1 saat
sonucunda kandaki % aktivite/g 0.65 iken bunu siras1 ile dalak, kas ve
akciger, karaciger, yag dokusu, bobrekler izlemektedir. 2 saat sonucunda
kas ve yag dokusundaki aktivite miktarinin disiigiiniin dier organlara
gore daha az oldugu ve sapma degerleri i¢inde kaldif1 goriilmektedir. Bu
nedenle zopiclonenun kas ve yag dokusunda lokalize olabilecegi 6ne
striilebilir. Pounder ve arkadaglann (1994) tarafindan yapilmis olan
calismada da dalak, yag dokusu, beyin ve akcigerdeki zopiclone
konsantrasyonlannin diger organlara gore daha fazla olduéu yani bu
organlarda lokalizasyon oldugu ileri surilmektedir (Pounder et al., 1994).
Bizim yapmis oldugumuz biyolojik dagilim deneyleri sonuglart bu
calisma sonuglar ile uyum igerisindedir.

Bir saat iginde tim organlarda aktivite dagiliminin maksimum
oldugu gorilmektedir. Literatiire gore oral uygulamalarda zopiclone'nun
% 95'den fazlasimin 1 saatten sonra adsorblandifi goriilmektedir (Goa
and Heel, 1986). Buna gore zopiclone'nun viicut dokularina hizh bir
sekilde dagildig ifade edilmektedir. Intravendz uygulamalarda bu olayin
oral ve intreparitonal uygulamalara gore daha hizli oldugu bilinmektedir.
Gama kamera ile yapilan galigmada 25 dakikada tutulmanin maksimuma
ulagmasi bunu dogrulamaktadir. Bunun nedeni intravenéz uygulamalarda
radyofarmas6tigin kan yolu ile daha hizhi bir sekilde taginmasidir.
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Gama kamera ile elde edilen sintigrafik sonuglar ile siganlar
izerinde yapilan biyolojik dagilim galiyma sonuglan karsilastirilacak
olursa gama kamera ile elde edilen sintigramlara gore 25 dakikada
bagtaki piksel bagina ortalama sayim/background orami 2.72 olmasi
radyofarmasétigin beyin igin iyi bir potansiyele sahip oldugunu gosterir.
Fakat yapilan biyolojik dagilim ¢aligmalarinda beyinde alimmin o kadar
fazla olmadig1 gorilmektedir. Bu sonuca bagl olarak 131IZP'nun beyin
diginda bag kisimda bulunan dokularda da toplanabildigi gama kamera
sonuglarim dogrulamaktadir.

Biyolojik dagilim ¢aligmalan sirasinda uygulamadan sonra 20
dakika bekletilerek kesilen siganin tiroidi ¢ikanlarak aktivitesi Nal(TT)
sintilasyon dedektériinde sayilmis ve sayim degerinin background
diizeyinde oldugu gériilmistir. Bu 6nceden kalite kontrolii yapilmis olan
I31]ZP'nun  biyolojik olarak deiyodinasyona u@ramadigini  ve
radyofarmasétigin bozunmadiginin bir kanitidir.

Beyin/kan oran1 40 dakikada maksimum degere ulagmustir, Sekil
4.31'den de goriildiigii gibi 1 saatten sonra bu deger sabit kalmistir. Bu
sonuca gére radyofarmasétigin beyin ve kandaki temizlenmesinin paralel
yuridigi soylenebilir.

13117P igin lipofilite degeri (P) saptanmugtir. P degerinin yiiksek
olmasi nedeniyle kan-beyin-engelini gegecegi beklenmektedir. Biyolojik
deneyler igin izotonik olarak hazirlamis oldugumuz radyofarmasdétigin
oktanol/su oramin P=1.6 olmasi radyofarmasétigin kan-beyin-engelini
agabilecegini gostermektedir. Yapmis oldugumuz galigma sonuglar bunu
dogrular niteliktedir.

Akciger yoluyla metabolize olan zopiclone N-oksid ve N-demetil
tirevleri bozunarak idrarla atilir. Fakat bobreklerden atilim yavastir
(Gaillot et al., 1983). Zopiclone’nun temizlenme yolundan biri
akcigerlerdir. Bu nedenle akcigerlerde 1 saatte aktivite ylksek
bulunmugtur. Diger temizlenme yollarinin akciger ve bobrekler olmasi
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nedeniyle 1 saatte en ylksek % aktivite/g oranina ulagitmugtir.
Bobreklerde ulagilan maksimum % aktivite/g orami 2 saatte fazla
degismemesi bobreklerden atilimin yavas oldugunu géstermektedir.

1 saat sonra tiim organlardaki aktivite miktar1 diigmektedir. Bunun

yani sira beyin/kan oram sabitlesmeye baslamigtir.
Elde edilen bu sonuglar 1311ZP'nun beyin radyofarmasoétigi olarak

goriintilemede kullananilabilecegini gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Diazepam'in I-131 ile isaretlenmesinde g¢ozgen olarak iki farkl
ortam (% 50 HCI ve ampul) kullanilmistir. Isaretleme CAT ve iodogen
yontemleri ile yapilmig ve heriki yontemle de iyi verimler elde edilmistir.
Elde edilen sonuglara gére diazepam elektrofilik sibstitiisyon sartlarinda
[-131 ile isaretlenebilmektedir. Hem kuvvetli asidik ortamda (kontrol
deneyleri), hemde iodogen yontemi ile yapilan igaretlemelerde
elektrofilik stibstitiisyon reaksiyonu gorilmektedir. Ancak biyolojik
uygulamalarda asidik sartlannda yapilan isaretleme asagidaki
nedenlerden dolay tercih edilmemigtir.

1) Kuvvetli asidik sartlarda diazepam hidroliz olmaktadir.

2) Cozinirligin az olmasi nedeniyle seyrelme ¢ok olmakta ve bu da
spesifik aktivitenin istenildigi kadar yiiksek olmamasma sebep
olmaktadir.

Sonug olarak radyofarmasétigin hazirlanmasi igin en uygun
isaretleme ortami diazepam'in ampul ¢o6zeltisi kullamlarak iodogen
yontemiyle elektrofilik siibstitiisyon reaksiyonu ile isaretlenmesidir. Bu
yontem ile elde edilen radyofarmasotigin  biyolojik uygulamalan
sirasinda radyofarmasotigin  spesifik aktivitesinin diigmesine neden
olacagi i¢in saflandirma islemi yapiimamigtir.

CAT yontemi ile de diazepam'm I-131 ile isaretlenmesi
yapilabilmesine ragmen isaretlenme veriminin daha iyi olmast ve
CAT'tan gelen safsizliklann olmas: nedeniyle biyolojik deneylerde
iodogen yontemi ile igaretlenen radyofarmasétik tercih edilmistir. Bu
yontem igin, diazepam miktan, 1-5 mg/ml, iodogen miktart1 1 mg/ml,
reaksiyon siiresi 15-20 dakika ve reaksiyon sicaklift ise oda sicaklig
optimum kogullar olarak belirlehmistir. In vivo ¢aligmalar optimum
kosullar dahilinde elde edilen radyofarmasotik ile yapilmigtir.
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Isaretli bilesigin yapisimin aydinlatilmasi i¢in yapilan caligma
sonuglar diazepam'in asidik sartlarda (kontrol) hidroliz oldugunu ve bu
hidroliz urininde 1311 ile isaretlendigini gostermektedir. Bu nedenle
asidik sartlarda yapilan isaretlemede iki farkli tirin gorilmektedir.

131IDZ'da 131Iin fenil halkasma baglandigi elde edilen
spektrumlardan (IR, NMR, MS) anlagiimaktadir. Ancak iyodun
baglandif1 pozisyon ile ilgili kesin bir bilgi elde edilememistir. Iida ve
arkadaslan ise direk kimyasal sentez ile elde ettikleri 125IDZ'in iyodun 2'
pozisyonuna bagli oldugunu ileri siirmislerdir. Bu aragtirmacilarm bu
radyofarmasétigi kullanarak elde etmis olduklan biyolojik dagilim
sonuglan ise bizim sonuglarimiz ile uyum igersindedir.

Bir cyclopyrrolone tiirevi olan zopiclone'nun iodogen yontemi gibi
elektrofilik suibstitiisyon reaksiyonu ile isaretlenemedigi gérilmustir. Bu
nedenle erime noktasinda halojen yer degistirme yontemi denenmis ve
zopiclone'nun toluen gibi hidrofobik ¢ozgenler ile ¢6ziinmesi halinde
verim dugiik olmustur. HCI gibi polar ¢ozgenlerde ise % 96'e kadar varan
iyl bir verim elde edilmistir. Zopiclone'nun 1311 jle yer degistirme
yontemi ile igaretlendigini spektroskopik sonuglar ortaya koymaktadir.
Bu sonuglardan zopiclone molekiiliindeki -Cl atomu ile 1317 jle yer
degistirdigi kiitle spektrumundan anlagilmaktadir. Bu durumda ortamun
asitligi (% 50 HCI ortami) yer degistirme reaksiyonunu hizlandiric
katalitik bir rol oynamaktadir. Yontemde asidik sartlar da zopiclone'nun
bir miktarinin hidrolizlenerek ester baginin kopmasina sebep olmas1 bir
dezavantajdir. Radyofarmasétigin hazirlanmas: sirasinda hidroliz olayim
onlemek igin deney basamaklarinin (¢6zgenin ugurulmasi ve igaretleme)
hizh bir sekilde yapilmasi gerekmektedir. Bu sartlann gergeklestirmis
olmamiz nedeniyle ITLC ve elektroforez sonuglarinda tek bir pik
go6zlenmigtir. Sonuglar ayrica hidrolizin 6nemli bir miktarda olmadigim
gostermektedir. 1311ZP'nun isaretlenmesi igin zopiclone miktari 1 mg,
reaksiyon sicaklign 70-80 °C ve reaksiyon siiresi 60 dakika optimum
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kosullar olarak belirlenmis olup bu optimum kosullarda hazirlanan
radyofarmasdtikler in vivo ¢aligmalar i¢in kullanilmugtir.

Ideal bir beyin radyofarmasétiginin 6zellikleri:

1) Ligand bir amin veya amin analogu olmali.

2) Olugturulan kompleks notral olmali.

3) Lipofilik olmali.

4) Molekiiler agirlik < 500 dalton olmali.

5) Kan-beyin-bariyelini gegebilmeli.

6) Ajan relatif olarak stabil olmali.

7) Beyindeki birikme hizi kandan yiiksek olmali ve goriintii alacak kadar
siire beyinde kalabilmeli.

8) Hazirlanmas: kolay ve pratik olmali.

9) Pahali olmamalidir.

131]ZP'nun da 131IDZ gibi lipofilitesi, molekiil bayikligi, nétral
olmasi, kan-beyin engelini gegebilmesi gibi 6zellikleri tagimast ideal bir
beyin radyofarmasétiginde istenen 6zelliklerine uymaktadir.

Yapilan in vivo galigmalar sonucunda her iki radyofarmasétik igin
de beyindeki tutulma benzer siirelerde olurken, 131IDZ'in beyinde kalma
siiresi daha uzun olmaktadir. Literatiirde her iki farmasétigin de GABA
reseptorlerine baglandig: ifade edilmektedir. Zopiclone'nun beyindeki
benzodiazepin reseptérleri i¢in ilgilerinin diazepam'mkine benzer oldugu
gorilmugtir (Doble et al., 1992).

Zopiclone yan etkileri az olan iyi bir uyku ilaci olarak
belirtilmektedir. Ertesi giinka gecikmis yan etkilerin diazepam'dan gok
daha az oldugu ileri sirilmektedir. Bizim yapmis oldufumuz deneyde
zopiclone'nun beyinde kalma siiresinin daha kisa olmas: bu sonuglar
dogrulamaktadir.

Diger bir radyoaktif iyot izotopu olan 1231 SPECT i¢in uygun olan
159 keV'lik y-1g1m1 enerjisine sahip olmasi, ayrica daha kisa yanomiirli
olmasi nedenleriyle radyofarmasétik elde etme amaciyla yapilan
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isaretlemelerde 1311 ve 125T'e gore ustinlikklere sahiptir. Ancak kisa
yanomril tretim yeri siklotron veya siklotrona ulagimi g¢ok yakin olan
yerlerde kullanilmasini zorunlu kilmaktadir. Bizim 131IDZ igin uygun
igaretleme yontemimiz olan iodogen yoéntemi, hizli bir isaretleme
yontemi oldugu i¢in bu radyoniiklidin temin edilebilmesi halinde 1231 ile
isaretleme igin de uygundur. 131IZP'nu hazirladigimiz halojen yer
degistirme yontemi de yeterli vakum gartlanmin temin edilebilmesi
halinde 123 ile igaretleme igin uygun bir yontem olabilir.
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