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OZET

Tipta yeni bir radyodiyagnostik ajan elde
edilebilirligini  arastirmak amaciyla  bir on  ¢alg-
ma olarak, degisik oran ve kosullarda hazirlanan
N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay komplekslerinin
reaksiyon denge sabitleri incelenmistir. Deney
sonuglarindan, iki ayn denge basamag belirlen-
mis olup, bunlardan birinin bir gecis basamag
olusturdugu, asil  reaksiyon olan  digerinin
denge sabitinin ise p~A — 8.3 — 7.5 dolaylarinda

degistigi belirlenmigtir.

Bu kompleksin, cesitli ¢oziicii sistemler-
le, ince tabaka kromatografisi yiontemiyle in-
celenmesinden, en uygun c¢oziicii sistemin % 10
CH3COONH4 (amonyum asetat) ve saf CHOH
(metil alkol)'un 2/1 oramindaki karisimi oldugu
belirlenmigtir.  Ayrica, bu kompleksin Tc-99m
radyoizotopu ile isaretli bilesiginin otoradyo-
grafik yontemle incelenmesinde en uygun banyo
sisteminin 8/3 oraminda haurlanmis olan Asetil
Nitrit/N-Propanol ve Asetonitril/Etanol sistemleri
oldugu belirlenmigtir.

Anahtar kelimeler: Tc-99m, N-Mctu-D-Pcnisiiajmin
(NADP), ince Tabaka Kromatografisi (ITK),
Otoradyografik anali/
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Bu c¢alismada kullanilan N-Asetil-D-PenisilamiR
bilesigi, siilfidril iceren 3-Merkapto Valin veya B-B-di-
metil sistinin D-izomeri olan D-Penisilamin'in amin
grubunda azot atomuna asetil grubu baglanmis izo-
meridir:
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SUMMARY

In this study, in order to investigate for be-
ing obtained if any new rediodiagnostic agentin
medicine, N-Acetyl-D-Penicillamine + tin com-

plexes were prepared in different ratio and con-
ditions, then their reaction stability constants
were studied as a pre-work.

Almost each experiment showed two dif-
Sferent reaction stability constants. While one of
them existed as a temporary step but the
other one seem as main stability constantin the
reaction, they were observed between the values
ofp'A 8.3 = 7.5.

We determined that the most appropri-
ate solvent system for this complex under
these conditions was the mix solution of 10 %
CH3COONH4 and pure CH30H with 2/1 ratio
among the testing various solvent systems by
using thin layer chromatography method. In
addition, after labelling this complex with Tc-99m
radioisotope, we determined that the optimal
bath system for this complex when was tested by
using auto-radiogrophic method was the mix
solution of acetyl nitrite/N-Propanol and aceto
nitrile/Ethanol systems prepared with 8/3 ratio.

Key words: Tc-99m N-AcetyL-D-PeniciUamine (NADP),
Thin Layer Chromatography (TLC), Autoradio-
graphic analyse.
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Molekiil yapisinda siilfidril grubu igeren N-Asetil-Ami-
no asitlerden olan N-Asetil-D-Penisilamin, penisilinin
basit bir tiirevi olup, sentetik olarak iretilebilir (1).
Stereoizomerlerin bu D-tipleri, dogal olarak bulunabi-
len en az zehirli bilesiklerdendir. Kuvvetli ¢elat yapi-
c1 bir ozellige sahiptir. Wilson hastaligi (hepatolenti-
cular degeneration), sistiniiri ve metal zehirlenmelerin-
de, bakimi viicuttan atilmasi amaciyla kullanilmakla-
dir (2).

Baslica kolon kromatografisi, ince tabaka kroma-
tografisi, kagit kromatografisi, elektroforez, jel filtras-
yon, otoradyografi gibi degisik analiz yontemleri bu
komplekslerin incelenmesinde uygulanabilir (3, 4, 5,
6). Bu ¢alismada ise ince tabaka kromatografisi kulla-
nilarak N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay Kompleksleri
ve bu komplekslerin Tc-99m radyoizotopi ile etiket-
lenmis bilesikleri incelenmistir (3, 6, 7, 8). Calismay1
¢ bolim altinda toplayabiliriz:

1.  N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay kompleksi
olusumunda reaksiyon denge sabitlerinin belirlenme-
si,

2. Cesitli oranlarda hazirlanan ¢oziici sistem-
lerde N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay kompleksinin
ince tabaka kromatografisi yontemiyle incelenmesi,

3. N-Asectil-D-Penisilamin + Kalay kompleksi-
nin Tc-99m radyoizotopi ile baglanmasinin otorad-
yografik yontemle ¢esitli ¢Oziicii sistemlerde izlenme-
si.

METOD VE SONUCLAR

Reaksiyon denge sabitlerinin belirlenmesinde
kullanilmak iizere, bir distile su ile 50 mg/ml N-Ase-
til-D-Penisilamin ve 0.01 N ve 1.0 N HCi ile de
225.8 mg/3.9 ml ve 1 mg/mllik konsantrasyonlarda
SnCL * 2H,0 stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bunlar-
la hazirlanan g¢esitli oranlardaki karisim ¢ozeltilerin-
den alman numuneler, 2.0, 2.5 ve 1.0 N NaOH ¢o6-
zeltileriyle titre edilmislerdir (9). Karisimlarin baslan-
gic pH degerlerinden ¢ikilarak, titrasyonda harcanan
NaOH miktarlarina karsi 6lgiilen pH degerleriyle tit-
rasyon egrileri elde edilmistir (Sekil 1-3). Boylece
reaksiyonda var olabilecek denge basamaklarinin
belirlenmesi saglanmistir (Tablo 1).

ince tabaka kromatografisi igin 2.5 x 10 cm
ebadinda hazirlanan 1112 (silika jel) ve IB2-F (flo-
rasan) cinsi olmak t{izere iki farkli ince tabaka kroma-
tografi seridi kullanilmistir. 50 mg/ml N-Asetil-D-
Penisilamin ve 1 mg/ml SriCi2 2H20 stok ¢dzelti-
leriyle ¢esitli oranlarda hazirlanan karisim g¢ozelti-
lerinden ince ug¢lu damlaliklarla seridin alt ucundan
1 cm mesafeye damlatilmistir. Serit hava ile kurutul-
duktan sonra, degisik oranlarda amonyum asetat
ve metil alkol igeren sistemlerde ayirima birakilmis-
tir. Daha sonra alman seritler tekrar kurutulup,
ayrilan fazlami goriintrligini saglamak amaciyla,
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izerlerine % 0.5 ve % 1'lik Nmhidrin ve di fenil
Coziicii  sis-
tem ve reaktif karisini oranlarina gore belirlenen
Rf degerleri Tablo-2'de verilmektedir (8).

karbazid ¢ozeltileri puskirtilmistir.

Otoradyografik metotla Tc-991n radyoizoto-
puyla  N- Asetil-D-Penisilamin+Kalay  kompleksinin
baglanmasinin incelenmesinde 50 mg/ml N-Asetil-
D-Penisilamin ve 1 mg/ml S11CI2.2H20 ¢dzeltilerin-
den ¢esitli oranlarda karisimlar hazirlanarak, jenera-
torden % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile sagilan 1 mCi'lik
(99mTc) perteknetat ¢ozeltisine eklenmistir (6, 8,
10, 11). Karisim ¢o6zeltisi bir manyetik karistirici ile
iyice karistirildiktan sonra ince tabaka kromatografisi
yontemiyle otoradyografik olarak Rf degerleri
tayin edilmistir. Boylece deney sartlarinda en uygun
¢Ozlicli sistemin arastirilmas: ve en yiksek baglanma
oraninin elde edildigi kosullan tespit etmek amaciyla
yapilan denemelerden elde edilen veriler Tablo 3'de
verilmektedir.

TARTISMA

Sekil 1-3 incelemesinden anlasilacagi gibi titras-
yoniarm ¢ogunlugunda iki ayr1 denge basamagi goz-
lenmektedir. Bunlara ait reaksiyon denge sabiti deger-
leri Tablo-Tde pkAl ve pkA2 olarak verilmektedir.
Bu degerlerden birisinin digeri ile mukayesesinde
bir geg¢is basamag: teskil ettigi, esas olarak kabul
edilen reaksiyon denge sabiti degerinin ise pk, =
6.3 — 7.5 arasinda benzer degisimler gosterdigi goriil-
mektedir.

Tablo-2'de belirtilen Rf degerlerinin incelen-
mesinden anlasilacagr gibi N-Asetil-D-Penisilaniin+
Kalay kompleksinin ince tabaka kromatografisi
metoduyla belirlenmesinde en uygun banyo sistemi-
nin ¢esitli oranlarda denenen % 10 AcONILj. ve saf
MeOH'un 2:1 oranindaki karisim: oldugu ve kiyas-
lanan her iki tip IB2 ve IB2-F ince tabaka plakalar:
nin da bu islemlerde birbirlerinden farkli 6zellik
gostermedikleri anlasilmigtir.

Radyokromatografik metotla elde edilen Rf de-
gerlerinin Tablo-3 incelenmesi su bulgularla deger-
lendirilebilir:

1. Radyokromatografik ayirmayla, karisim reaksi-
yonu sonucu, ortamda ili¢ farklit Rf degeriyle ii¢
tip bilesigin varlig1 belirlenmistir:

) 99mTc-Sn-N-Asetil-D-Penisilamin  kompleksi;
Rf= 0.7 - 08

b) 99niTc 04 (perteknetat) yapisindaki (+7)
degerlikli, reaksiyona girmemis serbest (bag-
lanmamis) teknesyum; Rf = 1.0

e) 99m'fc02 yapisinda (+4) degerlikli, ortam-
daki reaksiyon fazlasi kalay iyonlar: tarafin-
dan indirgenerek kolloidal hale ge¢mis (in-
dirgenmis) teknesyum; Rf — 0
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2. Perteknetat (991»Tc04) halinde jeneratérden sa-
gilan tekiiesyum ¢Ozeltisinin, ortamda kalay
iyonlar1 olmaksizin, yalnizca N-Asetil Amino
Asit bilesigi ile herhangi bir kompleks olustur-
madig1 ve bitin ¢oziciilerde 99"Te(J4 ¢ozeltisi
gibi davrandigi, aynit Rf degerinin elde edilme-
siyle anlasilmistir.

3. 99miTcU4 ¢ozeltisinin SiiCI2.2H.20 ¢ozeltisiyle
karisiminda, ortamda mevcut bitiin teknesyu-
munun, kalay iyonlar:1 ile (+7)den (+4) deger-
lige indirgenip 99mTcQ2 yapisindaki kolloidal
teknesyumu olusturdugu saptanmistir
Yine  Tablolarin incelenmesinden anlasilacag:

gibi, 50 mg/ml N-Asetil-D-Penisilamin ve 1 mg/ml

Sut;12.21170 ana g¢ozeltilerinin 1:1 oranindaki karisi-

minin 1 mCi'lik 99mxc04 ¢ozeltisiyle en yiiksek

oranda baglanma yaptigi, bunun radyokromatografik
metotla tesbitinde ise en uygun banyo sisteminin

8:3 oraninda hazirlanmis olan ACN: N-Prop ve
ACON: etOH karisimlari oldugu gozlenmistir. Bu
sartlarda karigim ortaminda, reaksiyon sonucu olu-
san 3 degisik bilesigin en belirgin ayinim gercekles-
mistir. Burada

serbest tekitesyum (99mv,0,) i¢in Rf = 1.0 - 0.9,
kolloidal teknesyum 99'"Tc02 i¢in Rf = 0,
99mTc-Sn-N-Asetii D-Penisilamin kompleksi igin de
Rf = 0.7 degerleri belirlenmistir.

Bu c¢alismamizda in-vitro yontemlerle elde etti-
gimiz bulgularin, klinik bir degere haiz olmasi, Niik-
leer Tipda kullanim sahasi bulabilmesi ve hangi organ
icin spesifik oldugunun tesbiti yoniinden in-vivo ola-
rak, hayvan c¢alismalariyla desteklenmesi, ikincil bir
adim olarak gerekmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizin
orijinal amacina ulasabilmesi yoniinden optimal sart-
larda elde ettigimiz bu yeni radyodiagnostik ajanin,
in-vivo olarak elde edilen sonuglara gore Niikleer Tip
alaninda kullanimini saglamaliyiz.

Tablo - 1
Degisik Oran ve Kosullarda, N-Asetil-D-Penisilarniri + Kalay Kompleksleri I¢in Reaksiyon Denge Sabitleri

Desiey  N-AsetibD-Penisilamin/ N-Asetil-D-Penistlamin SuClg.2H2O HO NaOfl  Baglangig  (itrasyon Egrisi
Sayisi Sn Oram Konsantrasyonu Konsanirasyonu Kons. Kous. pH Denge Sabitleri
pla,  pKay
1 0:1 225,6 mg/3,9 ml HCI 0,01N 20N 2,4 7,5
2 0:1 " 1,0N 2,0N 0,6 2,0 7,0
3 1:0 50 mg/ml 5,0N 2,5 1,0 11,1
i 1:0 - 2,0N 3,9 6,7 11,2
5 1:0,5 225,6 mg/3,9 miHCl  1,0N 2,0N 1,0 2,1 7,0
6 11 . " 1.ON 2,5N 2,2 7,0
7 I:1 ' 225,6 mg/7.,8 wnl 0,01N  2,0N 2,4 7,0
(3,9 ml su + 3,9 ml
0,01NHCI)
5 i:1 " " I,0N 2,0N 1.1 1,8 7,0
9 1:2 " " 1,0N 2,0N 1,0 2,1 7,0
10 1:8 i 1,0N 2,0N 1,1 2,0 6,6
11 1:4 1,0N 2,0N 1,0 2,3 6,5
12 L:5 = 1,0N 2,0N 1,1 3,2 0,5
i3 }:1 % 1 mg/ml 0,0IN  2,0N 2,2 6,8
14 1:0,5 ‘ 0.2 mg/ml 0,0IN 10N 2,1 7,0
Ty @ Kiinikied Yip Bilimieri ARASTIRMA Dergisi C.3, S 3, 1985
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Tablo - II

Degisik Oranlarda Hazirlanan N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay Komplekslerinin ince Tabaka Kromatografisi

Yontemiyle incelenmesinde Cesitli Coziicii Sistemlerin Denenmesi

Deney Coziici Coziicii Sistemin Ince Tabaka Piiskiirtiilen (N-Asttil-U-Penisilamm/Kalay)Karigim1
Sayisi Sistemler Karisim Oran1  Kromatografisi Reaktif Oranlarina Gore Belirlenen Rf Degerleri
Tipi
I %10 ACONH4 I IB2-F % 1 Difenil Oran 1:0,5 1:1 112 1:3 2:1 3:1 1.0 0:
Saf MeQH Floresan Tabakas karbazid Rfy 09 0909 09 0,9 0,9 09
Rig 08 0808 08 68 8- 038
2 " 2:1 " " AASH 1:05 1:1 1:2 18 21 8:1 1:0 041
Rfy 0,7 6808 0,8 0,8 0,8 08
Rfs 0 0 06 9 0 o - 0
3 " 3:1 182 % ! Ninhidrin ve©  AA:Sn  1:0,5 1.1 §1:2 13 21 10 0:1
Silika-jel plakas: % 1 Difenil Rfy - - 09 0,9 09 0,8 09
karbazid Rfy e
4 " 2:1 " % 0,5 Ninhidrin ~ AA:Sn 1:0 0:1
% 1 Difeni) Rf 05 -
karbazid Rfo - 0
5 " 10:1 " % 0,5 Ninhidrin ~ AA:Sn 1:0 0:1
ve % 1 Difenil Rf} 0,8 -
karbazid Rfg - -
6 Kargilagtima $:1 i82-F ve IB2 " AASn IBZ-F 1:0 0,1 82 1:0 01
Denemesi Floresan ve Silika- Rfy 0,9 — 0,8
jel plakalar: Rfa - 0 - Q7
7 Saf MOl 1:0 B2 " AA:Sn 10 0:1 0:0 (% 'k HCYile}
Silika-jel plags Rfy 09 - - 04
Rfo - g - 0
8 Saf MEO#H 10 " % 0,5 Niohidrin ~ AA:Sn 1:0,5 I:1 1:2 i3 21 3:1 1.0 01
Sicak hava ilee Rfy 09 65098 09 0% 0.7 0,9 -
kurutuidukean Rfy - - - - - - -0
sonra
9 % 85 MeOH % 85 " " AA:Sy 10,5 1:1 12 13 2:1 3:1 01 -
+ Su Rf} 68 0,909 09 05 09 1,0 ~
Rfg - - - - = - = 0

Tirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.3, S.3, 1985
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Tablo

99mj."i, Gesitli Oranlardaki N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay Kompleksi ile Baglanmasinin
Radyokromatografik Yontemle incelenmesinde En Uygun Goziicii Sistemin Arastinimasi

- 1T

Deney Coziicii Sistem Coziicii Karisim 99mx_ ile Baglanan Cesitli Oranlardaki N-Asetil-D-Penisilamin-
Sayis1 Oram Kalay Kompleksleri i¢in Belirlenen Rf Degerleri
Rf 0:0 0:1 1:0 1:1 1:2 1:3 2:1 3:1
Rfy - - - 0,7 - - - -
1 MeOH:AcONH4 10:1 Rfo 0,9 - 0,9 0,9 - - - -
Rfg = 0 - 0 - - - -
Rfy - - - 0,9 - o 0,9 -
2 Saf MeOH Saf Rfo 1,0 - 1,0 1,0 1,0 -~
Rfg 0 - 0 o 0 -
Rfy - - - 0,3 0,4 0,2 0,3 0,4
3 Piridine:EtOH 9:1 Rf9 0,7 - 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,6
Rfg - 0 - = 0,1 0 0,1 0
Rfy - = 0,6 - = 0,6
4 AcON:EtOH 8:3 Rfo 0,9 - 1,0 0,9 - - 0,9 -
Rfg - 0 - 0 - - 0 -
Rf) - - - 0,7 - 7= 0,7 -
5 ACN:N.Prop 8:3 Rfo 1,0 - 1,0 1,0 - - 1,0 -
Rfg - 0 - 0 - - 0,2 -
Rfy - — - 0,6 - - 0,6 -
6 ACN T rbiitilamin 19:1 Rfo 1,0 - 1,0 0,9 - 1,0 —
Rfg B - 0 - - 0 -
Rfy - - - - - - - ~
7 ACN T ribiitilamin 99:1 Rfo 1,0 - 1,0 1,0 - 1,0 -
Rfg - - - - - - -
Rf) = - - 0,3 e 0,3 -
8 ACN:N-Prop 2:1 Rfg 1,0 - 1,0 1,0 - - 1,0 -
Rfg - 0 - 0 = - 0 -
Ry - - - 0,5 - 0,4 -
9 ACN :N-Prop 4:1 Rfo 1,0 - 1,0 1,0 - 1,0 -
Rfg - - - - - = -
Rfj - - - 0,2 = 0,2 -
10 ACN:N-Prop 8:3 +% 10 Rfo 0,5 = 0,5 0,6 - - 0,6 -
Dietilen Rfg - 0,1 - 0,1 - - 0,1 -
Rfy - - - 0,6 - - 0,6 -
11 ACN:N-Prop 8:3+ %1 Su Rfg 1,0 - 1,0 1,0 - ™ 1,0 -
Rfg - - ~ er = - -
Rfy s - 0 - o 0 -
12 MeOH Su % 85 + % 15 Rfo 1,0 - 1,0 0,9 - - 1,0 -
Rfg - 0 - 0 - = 0 -

Rf] = Rf kompleks, Rfo = Rf (TcO4 "), Rfg = RE(TcO2)

Turkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.3.
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N-Asetil-D-Penisilamin  + 0.2 mg/ml
SnC1,.2H,0 (0.01 N IIC.lilc) 1:0,5 Oranindaki
Karisim Cozeltisinin 1.0 N NaOH Cozeltisi ile
Titrasyon Egrisi.

Sckil-2.

50 mg/ml N-Asetil-D-Pcnisilamin + SnCi2<21120
[225.6 mg/7.8 ml (3.9 ml su + 3.9 ml 1.0 N HC1)|
I:1 Oranindaki Karisim Coézeltisinin 2.0 N NaOH
Cozeltisi ile Titrasyon Egrisi.

0P
pH | PKA=T70
5 Baslangig pH 2.2
3
6 T '
A A
3600 4000 4400
2.5 N NaOH (ult]  ee——-
Sekil-3. 50 mg/ml N-AsctilD-Pensilumin ¥ SnClg. 2H20)

(2256 mg/3.9 ml) ] Ovanmdaki Kansim Cozel-
tisinin 2.5 N NaOIl Cozeltist ile Tiwasyon Eirisi
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