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OZET

BFETIKETLI FOLAT/ANTIFOLAT ANALOGLARI

Meveut bulus, folat yapilari dahilindeki fenil grubunun bir '°F-
heterosikle ile degistirildigi yeni '*F-folat/antifolat analogu
radyofarmasotiklerine, bunlarin Onciilerine, bunlarin hazirlanmasina
yonelik bir yonteme ve ayrica bunlarin, bir folat reseptoriinii eksprese
eden bir hilcreye veva hiicre popiilasyonuna tami konulmasinda ve
kanserin ve enflamatuar ve otoimmiln hastaliklarm ve bunlarin

terapisinin izlenmesinde kullamlmalarma yoneliktir.
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R Ry, Re, Ry, birbirinden bagimsiz olarak H veya ""E'dir, ancak R,,
Ry, R., Ry'den birinin '°F olmasi gerekir,

R3, Ry, birbirinden bagimsiz olarak H, formil, iminometil, nitroso, C1-
C12 alkil, C1-C12 alkoksi, C1-C12 alkanoil, halo-ikame edilmis C1-
Cl12 alkanoildir, ancak formuil XVIIla ve XVIIIb'de Ri, R,
birbirinden bagimsiz olarak H, metil, formildir,

Rs, Re, birbirinden bagimsiz olarak H veya ikame edilmemis veya CN,
Hal veya NO, ile ikame edilmis diiz zincirli veya dalli C1-C12 alkildir
ve burada gomiilil, komsu olmayan CH; gruplarindan biri veya daha
tazlas1 birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-0O-, -CO-NR'-, -
CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir, buradaki R', H veya CI1-C6
alkildir,

Y, Y, birbirinden bagimsiz olarak H, formil, ikame edilmemis veya
CN, Hal veya NO, ile ikame edilmis diiz zincirli veya dalli C,-C;
alkil arasindan secilir ve burada gomili, komsu olmayan CH;
gruplarindan biri veya daha fazlasi birbirinden bagimsiz olarak -O-, -
CO-, -CO-0-, -CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir,
buradaki R', H veya C1-C6 alkildir

veya bunun farmasotik agidan edilebilir bir tuzu.

2. Istem 1'e uygun bilesik olup buradaki Rs, Re, birbirinden bagimsiz
olarak H veya ikame edilmemis veya CN, Hal veya NO, ile ikame

edilmis diiz zincirli veya dalli C1-C12 alkaldir.

3. Istem 1'e uygun bilesik olup buradaki Rs, Re, birbirinden bagimsiz
olarak H veya duz zincirli veya dalli C1-C12 alkildir.
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4. Onceki 1stemlerden herhangi birine uygun bilesik olup buradaki R,

R, birbirinden bagimsiz olarak H, formil veya metildir.

5. Onceki istemlerden herhangi birine uygun bilesik olup buradaki Y,
Y, birbirinden bagimsiz olarak H, formil, ikame edilmemis veya CN,
Hal veya NO; ile ikame edilmis duz zincirli veya dalli C,-C,; alkil

arasindan segilir.

6. istem 1 ila 5'¢ uygun bir bilesigin tretilmesine yonelik, ['°F] florid

ile dogrudan radyo-etiketleme adimini igeren bir yontem.

7. Bir folat reseptoriinii eksprese eden bir hilcrenin veya hiicre
popiulasyonunun in vitro veya in vivo tamisal goriintillenmesinde

kullamlmaya yonelik, istem 1 ila 5'e uygun bilesik.

8. Tanisal gorintilenmeye ihtiyag duyan bir stijeye elverisli ve etkili

uygulamada kullanmilmaya yonelik, i1stem 1 ila S'e uygun bilesik.

9. Bir folat reseptoriinii cksprese eden bir hiicrenin veya hiicre
populasyonunun tanisal gorUntilenmesi amag¢h bir  vOntemde
kullanilmaya yonelik, istem 1 ila S'e uygun bilesik; adi gegen yontem,
istem 1 1la 5'e uygun en az bir bilesigin, bir tamsal gortntilleme
miktarmda uygulanmas:1 ve adi gecen hilcrenin veya hicre
popillasyonunun tanisal bir goruntusiinin elde edilmesi adimlarim

igerir,
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10. istem 9'a gore kullanilmaya yonelik bilesik olup buradaki tanisal
goriintileme, bir folat reseptorinil eksprese eden bir hiicre veya hiicre

popiilasyonu {izerinde in vitro veya in vivo gergeklestirilir,

11. Folat reseptoriinit e¢ksprese eden bir hiicrenin bir doku drnegi
icinde 1n vitro saptanmasina yonelik, ad1 gecen doku Ormeginin istem 1
ila 5'e uygun bir bilesik ile, baglanmanin meydana gelmesi igin etkili
miktarlarda ve yeterli bir sure boyunca ve kosullarda temas
ettiritlmesini ve otoradyografi ve benzeri gibi gorintileme teknikleri

ile bu baglanmanin saptanmasimi igeren yontem.

12. Bir siljenin tamsal gorimtillenmesi veya izlenmesi amagli, (1) istem
1 ila 5'e uygun en az bir bilesigin, bir tanisal gorintilleme miktarinda
uygulanmas1 ve (ii) adi gegen en az bir bilesikten gelen bir sinyal
saptanarak, PET kullanilarak tanisal goriintileme yapilmasi adimlarim
iceren bir yontemde kullamilmaya yonelik, istem 1 ila 5'e uygun

bilesik.

13. Bir sijede kanser veya enflamatuar ve otoimmimn hastahk
terapisinin izlenmesi amagli, (i) buna ihtiya¢ duyan bir siijeye istem |1
ila 5'e uygun en az bir bilesigin, bir tanisal gdorintiilleme miktarinda,
terapotik agidan aktif bir bilesik 1le kombinasyon halinde uygulanmasi
ve (1) kanser veya enflamatuar ve oto-immiin hastalik terapisinin
seyrini izlemek amaciyla adi gecen en az bir bilesikten gelen bir sinyal
saptanarak, PET kullamlarak tamisal gorintuleme yapilmas: adimlarim
igeren bir yontemde kullanilmaya yonelik, istem 1 ila 5'e uygun

bilesik.
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14. istem 12 ve 13'e gore kullamlmaya yonelik, kanser veya
enflamatuar ve otoimmiin hastalifin diger tan1 veya terapi yontemleri

ile kombinasyon halinde kullanilan bilesik.



10

15

20

25

25032

TARIFNAME

BF ETIKETLI FOLAT/ANTIFOLAT ANALOGLARI

Bulusun Alam

Meveut bulus, bir folat yapisma sahip fenil grubumun bir '°F-
heterosikle ile degistirildigi yeni '*F-folat/antifolat analogu radyo-
farmasotiklerine, bunlarin dnctilerine, bunlarim hazirlanmasina yonelik
bir yonteme ve ayrica bunlarin, bir folat reseptorunii eksprese eden bir
hiicreye veya hiicre popiillasyonuna tan1 konulmasinda ve kanserin ve
enflamatuar ve oto-immimn hastaliklarin ve bunlann terapisinin

izlenmesinde kullanilmalarina yoneliktir,

Arka Plan

Taniya yonelik veya terapotik ajanlar gibi efektor yarimlarin verilmesi
i¢in hiicreye spesifik hedefleme, genis kapsaml arastirilan bir alandir
ve invasif olmayan tamisal ve/veya terapotik tibbi uygulamalarin
gelistirilmesine yol agmigtir, Ozellikle y-1smlart gibi elektromanyetik
radyasyonlar yayan radyoaktif materyallerin veya radyasyon yayan
partikllerin kullanildig: nitkleer tip prosedirleri ve tedavileri alaninda
bu radyoaktif materyallerin hedeflenen hiicrelere veya dokulara secici
lokalizasyonu, spesifik dokularin gorsellestirilmesi, bir hastaligm
izlenmesi ve/veya terapotik tedavilerin etkilerinin degerlendirilmesi

igin yuksek sinyal yogunluguna veya diger, orn. saglikli dokularda
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radyasyon yaralanmasi/radyotoksisite riski olmadan belirli bir hastalik
sahasina yeterli dozlarda iyonize edici radyasyonun verilmesi i¢in
yiksek radyasyon dozuna ulasilmasi amaciyla gereklidir. Bu nedenle
hucreye spesifik yapilarin ve ozellikle kanser (yani tumorler) veya
enflamatuar ve otoimmin hastaliklar durumunda var olan yapilarin,
omegin 1lgili biyolojik araclarla spesitik olarak hedeflenebilecek
reseptorlerin, antijenlerin, haptenlerin ve benzerlerinin belirlenmesi ve

degerlendirilmesi ¢ok burylik ilgi konusudur.

Folat reseptorti (FR), bu vyapilardan birinde tanimland: (Low, Acc
Chem Res. 2008; 41:120-9). FR, yuksek afiniteli (Kp < 107 M)
membran baglantili bir proteindir. Normal dokularda ve organlarda
FR ekspresyonu, sadece birka¢g organ (orn., bobrek, akcigerler,
koroids pleksus ve plasenta) ile yiitksek oranda kisith iken epiteliyal
hiicrelerin luminal yiizeyinde buyik oranda meydana gelir ve bu
nedenle sirkillasyondaki folat i¢in erisilebilir degildir. FR-alfa siklikla
cok cesitli spesifik hiicre tiplerinde, ornegin epitelival tumorlerde
(om., yumurtalik, servikal, endometriyal, gogiis, kolorektal, bobrek,
akciger, bakimz om., Parker ve arkadaslari, Anal. Biochem. 2005;
2:284-293) asir1  eksprese edilirken FR-beta siklikla 1osemi
hiicrelerinde asir1 eksprese edilir (akut miyelojen loseminin (AML)
yaklasik %70°1 FR-beta pozitiftir). Bu nedenle her ikisi de segici
tiumor hedeflemesinde degerli bir tiitmodr marker1 olarak kullanilabilir
(Elnakat ve Ratnam, Adv. Drug Deliv. Rev. 2004; 56:1067-84). Ek
olarak son zamanlarda romatoid artrit tanis1 konulmus hastalarda
aktiflesmis (ancak beklemedeki degil) sinoviyal makrofajlarin,
fonksiyonel olarak aktif FR-beta’ya sahip oldugu kesfedildi

(Nakashima-Matsushita ve arkadaslari, Arthritis & Rheumatism,
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1999, 42(8): 1609-16). Bu nedenle aktiflesmis makrofajlar, artritik
eklemlerde folat konjugatlan ile secici sekilde hedeflenebilir, bu
ozellik 1se romatoid artrit tanis1 ve tedavisi i¢in olasihiklar acar (Paulos
ve arkadaslari, Adv. Drug Deliv. Rev. 2004; 56:1205-17). Folat
reseptorll pozitif makrofajlarm yaygin sekilde zenginlestigi diger
enflamatuar patolojiler arasinda romatoid artrit, Crohn hastalig,
ateroskleroz, sarkoidoz, glomerillonefrit, osteoartrit, organ transplant
reddi, Ulseratif kolit, Sjogren sendromu, diyabet, iskemi/reperfiizyon
varalanmasi, darbe travmasi, mikrobival enfeksiyon, prostez osteoliz,
karaciger steatozu ve multipl skleroz bulunur (Piscaer ve arkadaslar
2011, Arthritis & Rheumatism 63, 1898; Henne ve arkadaslar 2012,
Mol Pharm, 9:1435-40; Ayala-Lopez ve arkadaslar1 2010, J Nucl Med
51, 768). Folat hedefli terapotik ajanlar, aym hastaliklar icin oldukca
glicli, toksik olmayan tedavi modalitelerinin gelistirilmesinde olduk¢a
umut vaadeder (Hansen M.J ve arkadaslari, Targeted Drug Strategies
for Cancer and Inflammation, Springer SciencetBusiness Media,
2011, 181-193). FR-beta ayrica tumor ile baglantili makrofajlar
(TAM’ler) uzerinde asirt cksprese edilir. TAMler, tumor huicresinin
hayatta kalmasim, proliferasyonunu ve yayilmasim tesvik ederek
buyik olgiide pro-tumdr fonksiyonlar gosterir. Klinik ¢alismalar, bir
dizi TAM ile digerlerinin yani sar1 gdgls, prostat, yumurtalik,
servikal, endometriyal, ezofajal, pankreatik, glioblastoma ve mesane
kanserlerinin kot prognozu arasinda bir iliski gosterdi (Kurahara H.
ve arkadaslari, Ann Surg Oncol., 2012 Subat 16, Nagai T. ve
arkadaglar1, Cancer Immunol Immunother (2009) 581577-1586, Puig-
Kroeger A. ve arkadaslar1 Cancer Res 2009; 69 (24). 15 Aralik 2009,
Turk M. J. ve arkadaglari, Cancer Letters 213 (2004) 165-172). Bu

nedenle timbdrle baglantili makrofajlar, folat konjigatlar: ile segici
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sekilde hedeflenebilir. Bu, kanser tamis1 ve tedavisi i¢in olasihiklar

acar.

Bu sekilde hiicreye spesifik bir baska yapi, proton birlesmeli folat
transporteridir (PCFT). PCFT, asidik pH'ta folat absorpsiyonuna
aracilik ettigl proksimal ince bagirsakta (Qm ve arkadaslari, Cell.
2006 Aralik 1; 127(5): 917-28) ve dusuk pH kosullar1 yasamayan
karaciger ve bobrek gibi dokularda (Zhao ve arkadaslari, Expert Rev
Mol Med. 2009 Ocak 28;11:e4) cksprese edilir. Kati timodrlerin
interstitiyal pH'1 sikhkla asidiktir (Helmlinger ve arkadaglari, Nat
Med. 1997 Subat:;3(2):177-82; Raghunand ve arkadaslan, Biochem
Pharmacol. 1999 Subat 1;57(3):309-12), bu da PCFT tasmmasina
yarar. 32 kat1 insan tiimor ¢izgisinin 29'unda one ¢ikan bir diisik pH'I
tasima yolu tamimlandi (Zhao ve arkadaglari, Clin Cancer Res. 2004
Ocak 15;10(2):718-27) ve yuksek duzeylerde insan PCFT (hPCFT)
transkriptleri, ¢ok ¢esitli insan timorlerinde bildirildi (Kugel
Desmoulin ve arkadaslari, Am Assoc Cancer Res 51:1103).
hPCFT nin antifolat aktivitesinde ve tumdr segiciliginde rolu hala
degismektedir. Klasik antifolatlarin PCFT tarafindan tasinmasi daha
once tarif edilmisti (Zhao ve arkadaslari, Mol Pharmacol. 2008 Eylul;
74(3):854-62. Epub 2008 Haziran 4). Proton birlestirmeli folat
transporterinin bir hedefleme ajani, timorlerin tamis1 ve tedavisi i¢in

olasiliklar acar.

Folatlar ve turevleri boylelikle son 15 yil i¢inde terapdtik ve/veya tani
amagli ajanlarin folat reseptorlerini tasityan hiicre populasyonlarina

verilmesi, bu sekilde terapotik ve/veya tani amagli ajanlarin normal
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hiicrelere gore bu hiicreler i¢inde segici sekilde birikmesini saglamak

icin hedefleme ajanlar olarak yogun sekilde arastinlmaktadir.

Folat radyofarmasotikleri (Leamon ve Low, Drug Discov. Today
2001; 6:44-51 ve Jammaz ve¢ arkadaslari, J. Label Compd.
Radiopharm. 2006; 49:125-137; Muller & Schibli, 2011 J. Nucl. Med.
52, 1; Muller, Current Pharm Design, 2012), kemoterapotik ajanlarin
folat konjugatlar1 (Leamon ve Reddy, Adv. Drug Deliv. Rev. 2004;
56:1127-41; Leamon ve arkadaslari, Bioconjugate Chem. 2005;
16:803-11), proteinler ve protein toksinleri (Ward ve arkadaglari, J.
Drug Target. 2000; 8:119-23; Leamon ve arkadaslari, J. Biol. Chem.
1993; 268:24847-54; Leamon ve Low, J. Drug Target. 1994; 2:101-
12), antisens oligoniikleotitleri (L1 ve arkadaslari, Pharm. Res. 1998;
15:1540-45; Zhao ve Lee, Adv. Drug Deliv. Rev. 2004; 56:1193-204),
lipozomlar (Lee ve Low, Biochim. Biophys. Acta-Biomembr. 1995;
1233:134-44; Gabizon ve arkadaslari, Adv. Drug Deliv. Rev. 2004;
56:1177-92), hapten molekillleri (Paulos ve arkadaslari, Adv. Drug
Deliv. Rev. 2004; 56:1205-17), MRI kontrast ajanlann (Konda ve
arkadaslari, Magn. Reson. Mat. Phys. Biol. Med. 2001; 12:104-13) vb.
dahil c¢esitli sondalar, folik aside konjige edilmis ve (6n)klinik

degerlendirmesi yapilmstir.

Folat radyofarmasotikleri, gelismis tan1 ve kanser terapisi etkinliginin
degerlendirilmesi i¢cin Ozellikle ¢ok faydali olabilir. Bu, bir tedavi
tepkisinin degerlendirilmesini ve/veya kestirimini ve sonug¢ olarak
radyasyon dozimetresinin gelistirilmesini  igerebilir. Tipik bir
gorsellestirme teknigi, bir pozitron emisyon tomografisi (PET) olup

burada pozitron yayan bir radyoniklid, bir sijjeye uygulanir ve
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radyoaktif bozulmaya ugrarken pozitron anilasyonundan kaynaklanan
gamma 151nlan, PET tarayicisinda saptanir. Yiksek hassashign ve iyi
aydmlatilmig nicelendirme yontemleri nedeniyle PET, beyinde ve
diger organlarda ligandlarin veya metabolik substratlarin bolgesel
alimmi ve afinitesini degerlendirmek i¢in en sofistike fonksiyonel
goriintuleme teknolojilerinden biri olarak kendini kanitlamustir ve
boylelikle metabolik aktivite bazinda gorintilleme Ol¢iimleri sunar.
PET i¢in uygun radyofarmasotikler, metalin yakalanmasi ig¢in bir
selatlayici ile kombinasyon halinde bir metal izotopuna (orn., *Ga,
“Cy, ¥Zr) veya kovalent bagli bir izotopa, tipik olarak kisa yari
omiirlere sahip pozitron yayan izotoplara, ornegin ''C (ykl. 20 dak),
PN (ykl. 10 dak), PO (ykl. 2 dak) ve ""F’ye (ykl. 110 dak) dayals
olabilir.

111
In-,

Son yillarda selat bazli bir dizi folat radyofarmasotigi, 6zellikle
T ve "8 Ga®Ga-tirevleri sentezlenmis ve folat reseptorii pozitif
timorlerin SPECT veya PET kullanilarak gorintilenmesi i¢in tam
ajanlan olarak basariyla degerlendirilmistir (bakiniz om. Siegel ve
arkadaslar1, J. Nucl. Med. 2003, 44:700; Muller ve arkadaslari, J.
Organomet. Chem. 2004, 689:4712; Mathias ve arkadaslari, Nucl.
Med. Biol. 2003, 30(7):725; WO 2008/125618; Miiller ve arkadaglar

2011, Nucl. Med. & Biol. 38, 715).

Daha yeni zamanlarda kovalent bagli pozitron yayan bir '°F niiklid
tasiyan folat radyofarmasotikleri bildirilmistir (bakimiz 6rn., Bettio ve
arkadaslar1, J. Nucl. Med., 2006, 47(7), 1153; WO 2006/071754; WO
2008/098112; WO  2008/125613; WO  2008/125615; WO
2008/125617; WO 2010/040854; Ross VE arkadaslar1 2010, J Nucl.
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Med., 51, 1756; Fischer ve arkadaslar, 2012, Bioconjug. Chem.), ve
yukarida bahsedilen konularin tamamim karsilayacak mitkemmel
gorintileme karakteristikleri nedeniyle PET goruntulemesi igin en

uygun oldugu gosterilmistir.

Yine de bilinen "°F folat radyofarmasotikleri umut veren sonuglar
gostermekle birlikte yuksek FR seciciligi gosteren ve rutin klimk
uygulamalar i¢in uygun ve yine de yuksek radyo-kimyasal verimlerle

etkili ve ¢esitli yollardan elde edilebilen bilesiklere hala ihtiyag vardir.

Bagvuru sahipleri simdi folat iskeletinin fenil grubunun bir heterosikle
ile degistirildigi folat tiirevlernin, bir ISF niiklid ile ¢esitli ve verimli
yollardan ve yiiksek radyo-kimyasal verimlerle ikame edilebileceginm
kesfettiler. Elde edilen '*F-folat/antifolat analogu bilesikleri, FR-
pozitif doku i¢in ylksek secicilik gosterir ve bovlelikle folat
iskeletinde yapilan bu modifikasyonlarin folat reseptorilt baglanma

afinitesi iizerinde olumsuz bir etki yapmadig1 sonucuna varilabalir.

Boylelikle mevcut bulus, vogusmus pirimidin heterosikleylr uygun
baglayicilar (6rnegin bir pteridin heterosiklenin C6 pozisyonunda bir -
CH,-NH-baglayic1) araciligiyla folat yapilar igindeki amino asit
kismima baglayan fenil grubunun, '°F ile ikame edilmis 6 elemanli bir
heterosikle ile degistirildigi yeni '“F-folat/antifolat analogu radyo-
farmasotiklerine, bunlarin dnctilerine, bunlarim hazirlanmasima yonelik
bir yonteme ve ayrica bunlarm, bir folat reseptoriinil eksprese eden bir
hiicreye veya hiicre populasyonuna tani1 konulmasinda ve kanserin ve
enflamatuar ve oto-immin hastaliklarin ve bunlarin terapisinin

izlenmesinde kullanilmalarina yoneliktir.



Bulusun Ozeti

Mevcut bulus, bir birinci yonde yeni '*F-folat/antifolat analogu
radyofarmasotiklerine ve bunlarmn onculerine (bundan boyle ayrica
5 bulusa ait bilesikler olarak anilacaktir) yoneliktir, burada yogusmus
pirimidin heterosikleyi amino asit kismmna baglayan fenil grubu, '°F

ile ikame edilmis 6 elemanh bir heterosikle ile degistirilmistir.

Daha spesifik olarak mevcut bulus, formill 1Va veya 1Vb'ye ait

10 bilesiklere yoneliktir,

)I(a s 0
Xz | ;ﬁ)\xs 18¢
s A ]
R X7 "x; v R

IVa

15
burada
X, 1la Xs, N'dir,
X, X7, O'dur,
R, -OH, -NH,'dir
20 R;, -NRgRy'dur, buradaki Rg, Rg birbirinden bagimsiz olarak H, formil,
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ikame edilmemis veya en az bir CN, Hal veya NO; ile ikame edilimis
duz zincirli veya dallh CI1-C12 alkil arasindan secilir ve burada
gomili, komsu olmayan CH, gruplarmdan biri veya daha fazlas:
birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-O-, -CO-NR'-, -CH=CH-,
-C=C- ile degistirilebilir, buradaki R', H, C1-C6 alkildir,

Rj, Ry, birbirmden bagimsiz olarak H, formil, immometil, nitroso, C1-
C12 alkil, C1-C12 alkoksi, C1-C12 alkanoil, halo-ikame edilmis C1-
C12 alkanoildir,

Rs, Rg, birbirinden bagimsiz olarak H veya ikame edilmemis veya en
az bir CN, Hal veya NQO; ile ikame edilmis diiz zincirli veya dalli C1-
C12 alkildir ve burada gomul,, komsu olmayan CH, gruplarindan bin
veya daha fazlas: birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-O-, -
CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir, buradaki R', H, C1-C6
alkildir,

p, 0, 1'dir,

q, 1 ila 7 degerine sahiptir, ve

r, 1'dir.

Bir baska yonde mevcut bulus, bunlarin hazirlanmasi amagh bir
vonteme yoneliktir. Tercih edilen bir diizenekte bulusa ait '°F-
folat/antifolat analogu radyofarmasotikleri, uygun onciilerin dogrudan

"®F ile radyo-etiketlenmesi (ve ardindan koruma giderme adimlari) ile

elde edilir.

Bir baska yonde mevcut bulus, bir folat reseptorinti eksprese eden bir
hiicreye veya hiicre populasyonuna tani1 konulmasinda ve kanserin ve

kanser terapisinin in vitro veya in vivo izlenmesinde veya romatoid
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artrit gibi enflamatuar ve otoimmin hastaliklarm ve bunlarm

terapisinin izlenmesinde kullanima yoneliktir.

Bir diizenckte mevcut bulus, bulusa ait "*F_folat/antifolat analogu
radyvofarmasotiklerinin, bir folat reseptorinii eksprese eden bir
hiicrenin veya hilcre populasyonunun tanisal goruntilenmesinde

kullanimlaria yoneliktir,

Daha spesifik olarak mevcut bulus, bir folat reseptoriinii eksprese eden
bir hilcrenin veya hiicre poplilasyonunun tanisal goriintfilenmesine
yonelik yontemler icerir, bu da Omegin folat reseptorinii eksprese
eden bir hiicrenin, 6rnegin bir timdr hilcresin veya aktiflesmis bir
makrofajn bir doku Omeginde in vitro saptanmasina yonelik

yontemler i¢erir. Bu yontemler ayrica in vivo gergeklestirilebilir,

Boylelikle bir bagka diuzenekte mevcut bulus, bulusa ait "°F-
folat/antifolat analogu radyofarmasotiklerinin, tamsal goruintillemeye
ve/veya kanserin veya enflamatuar ve otoimmiin hastalik terapisinin
1zlenmesine 1htiyag duyan bir sijeye elverigh ve etkili sekilde
uygulama i¢in  kullamimlarina yoneliktir. Mevcut bulusa ait
yontemlerin siijesi, tercihen bir memeli, drnegin bir hayvan veya bir

insan, tercithen bir insandir.

Bulusa ait bu yontemler, kanserin veya enflamatuar ve otoimmiin
hastaliklarin tamisina veya terapisine yonelik bagka bir yontem,
ornegin hali hazirda gelistirilmis bagka tan1 amagli ve/veya terapotik
ajanlarin kullamildigr ve x-1s1n1 bilgisayarli tomografi (CT), manyetik

rezonans gorintileme (MRI), fonksiyonel manyetik rezonans
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goruntuleme (fMRI), tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi
(SPECT), optik gorintileme ve ultrasondan faydalamilan yontemler

ile kombinasyon halinde gerceklestirilebilir,

Bulusun diger ozellikler1 ve avantajlari, bunun asagidaki detayl

tarifinden ve istemlerden acik¢a anlasilacaktir.

Sekillerin Kisa Ac¢iklamasi

Sekil 1A, 1B, 1C. Heterosikle olarak (X),-ikame edilmis 6-
aminonikotinik asit ile '°F ile ikame edilmis 3'-aza-folik asidin
hazirlanmasi i¢in temsilci sentez semalar. (X),, BE dm. Cl, Br, NO,,
F'nin sokulmasi i¢in bir veya daha fazla elektron ¢eken ikame ediciyl
temsil eder.

Sekil 2. A: insan kani plazmasi, 4 h; B: insan glutatiyon, 1 h; C: fare
mikrozomlar:, 1 h; D: insan mikrozomlar:, 1 h i¢inde 3'-aza-2'-
['*F]florofolik asit stabilitesi.

Sckil 3. HPLC ile saflastirma sonrasimda 3'-aza-2'-[ *F]florofolik asit
kalite kontroli.

Sekil 4. 3'-aza-2'-['*F]florofolik asit metabolit ¢alismalari, A: kalite
kontrol, B: kan 6rnegi, 5 dak p.i., C: kan drnegi, 30 dak p.i., D: timor,
30 dak p.., E: idrar, 30 dak p.., F: karaciger, 30 dak p.i.'nin radyo-
UPLC kromatogramlari

Sekil 5. 3'-aza-2'-['*F]florofolik asit hiicre alim c¢alismalarinm
sonuglart; toplam alim (mavi), ig¢sellestirilen fraksiyon (sar1) ve
bloklama kosullar altinda alim (kirmizi/gorulebilir degil).

Sekil 6. KB timor tastyan farelerin, tek bagima 3'-aza-2'-['*F]florofolik

asit enjeksiyonundan (A) ve fazla folik asit ve [*F]-3'-aza-folik asit
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(B) enjeksiyonundan 120-150 dakika sonra PET goriintilen
(maksimal yogunluk projeksiyonu).

Sekil 7. KB tiimor tasiyan farelerin, tek basina (A) ve dnceden enjekte
edilmis premetreksed 1ile kombinasyon halinde (B) 3'-aza-2'-
['*F]florofolik asit enjcksiyonundan 120-150 dakika sonra PET

goriintuler1 {maksimal yogunluk projeksiyonu).

Bulusun Detayh Tarifi

Mevcut bulus, bir birinci yonde yeni '“F-folat/antifolat analogu
radyofarmasotiklerine (bundan boyle ayrica bulusa ait bilesikler
olarak amilacaktir) ve bunlarmn Onculerine yoneliktir, burada folat
iskeletinin fenil grubu, yani yogusmus pirimidin heterosikleyi amino
asit (glutamik asit) kismimma baglayan aminobenzoil grubunun fenil
grubu, bir N-heteroatom igeren, '*F ile ikame edilmis 6 elemanh bir

heterosikliklik halka ile degistirilmistir.

Buradaki folat/antifolat yapilar igin kullanilan heterosikle terimi, bir
N atomu tasiyan doymamus bir heterosikleye, yani bir piridin
halkasina karsilik gelir. N-heterosikle, bir amino baglayici aracilifiyla
yogusmus pirimidin heterosikle Ginitesine (veya bunun tiirevlerine) ve
bir karbonil grubu aracihigiyla amino asit Unitesine (glutamik aside)
1,4 baglanarak (veya para-pozisyon) bulusa uygun bir aza-folat ve
bunun turevleri elde edilir. Burada kullamildigi gibi bir "yogusmus
pirimidin heterosikle", baska bir 6 elemanl heterosikle ile fuzyonla
birlesmis bir pirimidin, vani bir pteridin bisikle igerir. Burada

kullanildig: gibi "amino asit" terimi, glutamik aside karsilik gelir.
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Bulusa ait bir '°F-folat/antifolat bilesiginin tirevlerinin, drnegin bir
dihidro-folat veya bir tetrahidro-folat gibi daha fazla indirgenmis
formlar elde etmek i¢in pteridin halkasinm farkh bir oksidasyon hali
dahil olmak uzere pirimidin heterosikle uUnitesinde ve ayrica NS5
ve/veya NI1O pozisyonlarindaki bir karbon ikame edicinin tipinde,
cesitli unitelerin ve diger turevlerin ikame sablonunda bagka

varyasyonlar igerebilecegi anlagilir.

Yukarida belirtildigi gibi 6 elemanl bir heterosikle tasiyan bulusa ait
'®E_folat/antifolat bilesikleri soz konusu oldugunda N-heterosikleler
(ayrica aza-folatlar olarak anilir) tercih edilir. Burada kullanildigi gibi
bu aza-folatlarin tercih edilen temsilcileri, bir aza-folat iskeletine, yani
N-[4[[(2-amino-1,4-dihidro-4-okso-6-pteridinil )ymetil Jamino]-
azaheterosikloil-]-glutamik aside dayamir, buradaki azaheterosikloil,
bunun 2'- veya 3'-piridinil tiirevlerine karsilik gelir ve istege bagl
olarak ikame edilmis aza-folik asit, aza-folinik asit ve folat reseptorii
baglanma pteridinler1 Ornegin tetrahidropterinler, dihidro-aza-folatlar,

tetrahidro-aza-folatlar igerir,

Belirli bir diizenekte yeni folat/antifolat analogu radyofarmasotikleri,

IVa veya 1Vb'ye ait bilesiklerdir,

TVa
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IVb

burada

X, 1la X5, N'dir,

X, X5, O'dur,

R,, -OH, -NH,'dir

R,, -NRgRy'dur, buradaki Rg, Rg birbirinden bagimsiz olarak H, formil,
ikame edilmemis veya en az bir CN, Hal veya NO; ile ikame edilmis
duz zincirli veya dalli CI-C12 alkil arasindan segilir ve burada
gomiilla, komsu olmayan CH, gruplarindan biri veya daha fazlasi
birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-0O-, -CO-NR'-, -CH=CH-,
-C=C- 1le degstirilebilir, buradaki R', H, C1-C6 alkildir,

Rj, Ry, birbirinden bagimsiz olarak H, formil, iminometil, nitroso, C1-
C12 alkil, C1-C12 alkoksi, C1-C12 alkanoil, halo-ikame edilmis C1-
C12 alkanoildir,

R;s, Rg, birbirinden bagimsiz olarak H veya ikame edilmemis veya en
az bir CN, Hal veya NO; ile ikame edilmis duz zincirli veya dalli C1-
C12 alkildir ve burada gomulil, komsu olmayan CH, gruplarindan biri
veya daha fazlasi birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-O-, -
CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir, buradaki R', H, C1-C6
alkildir,

p, 0, 1'dir,

g, | ila 7 degerine sahiptir, ve

r, 1'dir.
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Formial 1Va ve 1Vb'ye ait bilesiklerin tercih edilen dizeneklen,

formill [Ve, IVd ve 1Ve'ye ait bilesikler igerir,

g o O XoRs
X+R
R, (R3) /@/LH Mg

X 0
X2 %)\xs =
As A ) e
Ry "X "X Ry
IVe
5
o O XeRs
Rz (Ra), N7 N X7Rg
X LA 0
' iﬂﬁ)\ N
R1A\X1 X4 ) R4
Tvd
XgRg
X-R
Rz (Rs) )\/J)k L\W 7RG
2 (H) X5
R1 X4 4
IVe
10  burada

Xila X5, Ry ila Ry, R', 1, p, q ve r, yukarida tanimlandigi gibidir.

Formul IVa ila IVe've ait bilesiklerin ©zellikle tercih edilen
diizenckleri, 6rn. X, ila X5'in N oldugu, R,'in NH; oldugu, R;'nin O

15 oldugu, R; ve R,'tin her ikisinin H oldugu, p'nin 0 oldugu ve g'nun 1
oldugu bilesikleri igerir.
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Boylelikle bagka bir spesifik duzenekte mevcut bulus, formal IVf ve

[Vg'ye ait bir bilesige yoneliktir

18 o OxyORs
N @]
HN TN
Ny H
Sy o
H,N7 N7 N

IvVi
18 o Oxg-OH
] @AHI,WOH
HN N\ N 2 O
s | H
- o
Ho,N7 N7 N
Vg

burada

Rs, Rg, birbirinden bagimsiz olarak H veya ikame edilmemis veya en
az bir CN, Hal veya NO; ile ikame edilmis diiz zincirli veya dallh C1-
C12 alkildir ve burada gomula, komsu olmayan CH, gruplarindan bin
veya daha fazlasi birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-O-, -
CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir, buradaki R', H, C1-C6
alkildir.

Baska spesifik duzeneklerde R;, R, gruplar1 tercihen birbirinden
bagimsiz olarak H, formil, iminometil, nitroso, C1-C12 alkil, C1-C12
alkoksi, C1-C12 alkanoil, halo-ikame edilmis C1-C12 alkanoil
olabilir. Daha fazla tercthen Rj;, Ry gruplari birbirinden bagimsiz

olarak H, metil veya formildir.
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Diger spesifik diizeneklerde bulusa ait tiim bilegiklerde goriilen Rs, Rg
gruplan tercihen birbirinden bagimsiz olarak H veya ikame edilmemis
veya en az bir CN, Hal veya NQO; ile ikame edilmis diiz zincirli veya
dalli C,-C,;, alkildir ve burada gomuli, komsu olmayan CH,
gruplarindan biri veya daha fazlasi1 birbirinden bagimsiz olarak -O-, -
CO-, -CO-0-, -CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir,
buradaki R', H, C1-C6 alkildir. Daha fazla tercihen Rs, R¢ gruplan

birbirinden bagimsiz olarak H, metil, etil veya tert.-butildir.

"N" ve "C" kisaltmalarmin, tim olas1 doyma derecelerini temsil ettigi
anlasilir, yami N, -NH- ve -N= baglarmni igerir ve C, -CH,- ve -CH=

baglarim igerir.

Ayrica (H),nun, belirtilen halka uzerindeki tim H ikame edicilerini
temsil ettigi anlasilir (yani X; Ozerinde C6, C7 ve X,). Ornegin
tamamen doymus, ikame edilmemis analog i¢cin q =5 (X5=X4,=N, p
= () veya tamamen doymus, ikame edilmemis 5,8-dideaza analogu
icin q = 7 (X3 = X4 = C, p=0) ve tamamen doymamus, X; = X4 =N, p
= 0'lh analog iginq = 1.

Bulusa ait bilesiklerin tercih edilen diizenekleri, orn. X; 1la Xs'in N
oldugu, R,'in NY Y, oldugu, R;'nin O oldugu, p'nin 1 oldugu ve ¢'nun
3 oldugu bilesikleri igerir.

Boylelikle baska bir spesifik dizenekte mevcut bulus, formiil IXa,
IXb'ye ait bir bilesige yoneliktir
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IXa

IXb

burada

R,, Ry, R., Ry, birbirinden bagimsiz olarak "*F veya H'dir, ancak R,,
R;, R, Ry'den birinin '°F olmasi gerekir,

R;, Ry, birbirinden bagimsiz olarak H, formil, iminometil, nitroso, C1-
C12 alkil, C1-C12 alkoksi, C1-C12 alkanoil, halo-ikame edilmig C1-
C12 alkanoildir,

Rs, Rg, birbirinden bagimsiz olarak H veya ikame edilmemis veya en
az bir CN, Hal veya NO; ile ikame edilmis diiz zincirli veya dalli C1-
C12 alkildir ve burada gomiilii, komsu olmayan CH, gruplarindan biri
veya daha fazlasi birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-0O-, -
CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile dcgistirilebilir, buradaki R', H veya
C1-C6 alkildir, ve

Y, Y, birbirinden bagimsiz olarak H, formil, ikame edilmemis veya
en az bir CN, Hal veya NQO; ile ikame edilmis diz zincirli veya dall

C,-C,; alkil arasindan segilir ve burada gomiil, komsu olmayan CH,
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gruplarindan bir1 veya daha fazlas1 birbirinden bagimsiz olarak -O-, -
CO-, -CO-0-, -CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir,
buradaki R', H veya C1-C6 alkildir.

5 Bulusa ait bilesiklerin tercih edilen duzenekleri ayrica orn. X, ila Xs'in
N oldugu, R;'in NY Y, oldugu, R;nin O oldugu, p'nin 0 oldugu ve

q'nun 1 oldugu bilesikleri igerir.

Bovlelikle baska bir spesifik diizenekte mevcut bulug, formul Xlla,
10 XlIb'ye ait bir bilesige yoneliktir

R, © O ORs
0 N | HI/\”,ORa
HN |N‘j/\N xR, ©

)\\N o R R

Y,Y4N

XITa

X1Tb
15
burada
R., Ry, Re, Ry, birbirinden bagimsiz olarak I5E veya H'dir, ancak R,,
Ry, R, Ry'den birinin '°F olmasi gerekir,
Rj, Ry, birbirinden bagimsiz olarak H, formil, iminometil, nitroso, C1-
20 CI12 alkil, C1-C12 alkoksi, C1-C12 alkanoil, halo-ikame edilmis C1-
C12 alkanoildir,
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Rs, Rg, birbirmden bagimsiz olarak H veya ikame edilmemis veya en
az bir CN, Hal veya NO; ile ikame edilmis diiz zincirli veya dalli C1-
C12 alkildir ve burada gomiili, komsu olmayan CH, gruplarindan biri
veya daha fazlasi birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-O-, -
CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir, buradaki R', H veya
C1-C6 alkildir, ve

Y, Y, birbirinden bagimsiz olarak H, formil, ikame edilmemis veya
en az bir CN, Hal veya NO; ile ikame edilmis diiz zincirli veya dalli
C,-C, alkil arasindan segilir ve burada gomilii, komsu olmayan CH;
gruplarindan biri veya daha fazlasi birbirinden bagimsiz olarak -O-, -
CO-, -CO-0-, -CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir,
buradaki R', H veya C1-C6 alkildir.

Diger diuzenekler, X; ila Xs'in N oldugu, R; ve R,'nin NH, oldugu,
R3'in H oldugu, Ryin CHj; oldugu, p'nin 0 oldugu ve q'nun 1 oldugu

bulusa ait bilesiklerdir.

Boylelikle baska bir spesifik diizenekte mevcut bulus, formul XVa,
XVb'ye ait bir bilesige yoneliktir

R, o Oy ORs
NH; N7 HIWORB
N,,JIN\]/\N 2 R, o
HZNJ\\N NZ | Rd

XVa
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burada

R., Ry, Re, Ry, birbirinden bagimsiz olarak I5p veya H'dir, ancak R,
Ry, R., Ry'den birinin '*F olmasi gerekir, ve

Rs, Ry, birbirinden bagimsiz olarak H veya ikame edilmemis veya en
az bir CN, Hal veya NO, ile ikame edilmis diiz zincirli veya dalli C1-
C12 alkildir ve burada gomilii, komsu olmayan CH; gruplarindan bir
veya daha fazlasi birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-O-, -
CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir, buradaki R', H veya
C1-Cé6 alkildir.

Diger diizenekler, X, ila X5 ve R; ve Rynin N oldugu, Ry = Rs =
R¢nmm H oldugu, R;'in CH; veya formil oldugu, p'nin 1 oldugu ve

q'mun 4 oldugu bulusa ait bilesiklerdir.

Boylelikle baska bir spesifik diizenekte mevcut bulus, formul XVIIla,
XVIIIb'ye ait bir bilesige yoneliktir

Os_OR
R, O s
OR
NH, R NZ N °
NF N R,
Py H
N7 NN
H

XVIilila
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XVIIIb

burada

R., Ry, R., Ry, birbirinden bagimsiz olarak I5F veya H'dir, ancak R,
Ry, R, Ry'den birinin '°F olmasi gerekir,

Rs, H, metil- veya formil-'dir, ve

Rs, Rg, birbirinden bagimsiz olarak H veya ikame edilmemis veya en
az bir CN, Hal veya NO, ile ikame edilmis diiz zincirli veya dalli C,-
C,; alkildir ve burada gdmiilil, komsu olmayan CH, gruplarindan biri
veya daha fazlasi birbirinden bagimsiz olarak -O-, -CO-, -CO-O-, -
CO-NR'-, -CH=CH-, -C=C- ile degistirilebilir, buradaki R', H veya
C1-Cé alkildir.

Tek basina veya kombinasyon halinde kullanildiginda "alkil” terimi,
belirtilen sayida C-atomu ihtiva eden, tipik olarak I 1la 12, tercihen |
1la 8, daha fazla tercihen | 1la 4 karbon atomu 1thtiva eden, metil, etil,
propil, izopropil, butil, sec-butil, izobutil, t-butil, pentil izopentil,
neopentil, heksil ve benzeri gibi diiz zincirli veya dalli alkil gruplarina

karsilik gelir.

Burada kullamldig: gibi, tek basina veya baska gruplarla kombinasyon
halinde "alkenil" (yani en az bir ikili baga sahip, yukanda
tanimlandigy gibi bir alkil grubu) terimi, 2 ila 12 karbon atomu ihtiva

eden, metilen, etilen, propilen, izopropilen, butilen, t-butilen, sec-
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butilen, izobutilen, amilen, 1zoamilen, pentilen, 1zo-pentilen, heksilen
ve benzeri gibi duz zincirli veya dall alkilen gruplarma karsihik gelir.

Tercih edilen alkenil gruplari, 2 ila 8 karbon atomu ihtiva eder.

Burada kullanildigr gibi "alkinil" (yani en az bir ii¢clii baga sahip,
vukarida tanimlandigr gibi bir alkil grubu) terimi, bir veya daha fazla
karbon-karbon uglu bagi ile lineer veya dalh bir karbon atomu
zincirine karsilik gelir. Tercih edilen alkinil gruplari, 2 ila 12, daha

fazla tercihen 2 ila 8 karbon atomu ihtiva eder.

Burada kullamildigir gibi "alkoksi" terimi, oksijen ile ikame edilmis,
metoksi, etoksi, propoksi, izopropoksi, butoksi, tert-butoksi ve benzer:

gibi yukarida tamimlandig gibi bir alkile karsilik gelir.

Burada kullamildigi gibi "alkanoil" terimi, bir karbonil ile terminal
sckilde ikame edilmis, asetil, propanoil, butanoil, pentanoil ve benzeri

gibi, formile veya yukarida tamimlandiga gibi bir alkile karsihik gelir.

Burada kullamildigir gibi "alkilamino" terimi, nitrojen ile ikame
edilmis, hem monoalkilamino ©regin metilamino, etilamino,
propilamino, tert-butilamino ve benzeri hem de dialkilamino drnegin
dimetilamino, dietilamino, metilpropilamino ve benzeri dahil olmak

tizere, yukarida tanimlandig gibi bir alkile karsilik gelir.

Burada kullanildigi gibi "halo" terimi, bir Grup 17 elementine karsilik

gelir ve floro, kloro, bromo, iyodo ve astatin(o) igerir.

"Istege bagl olarak ikame edilmis" ifadesi tercihen hidroksi, alkoksi,
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(di)alkilamino,  alkilsalfonil,  alkilkarbonil,  alkilkarboniloksi,
alkoksikarbonil, karboksil, Hal, CN, NO, ile ikameyi icerir

Tercih edilen bir diizenekte R, ve R; birbirinden bagimsiz olarak H, -
OR", -NHR" 'dir, burada R", H, C1-C6 alkil, C1-C4 alkoksi, C1-C4
alkanoil, (C1-C4 alkoksi)karbonil ve (C1-C6 alkilamino)karbonildir,
daha fazla tercthen R, ve R, birbirinden bagimsiz olarak -OH,
NH,'dir.

Tercih edilen bir diizenekte Ry ve Ry birbirinden bagimsiz olarak H,

metil veya formildir.

Tercih edilen bir diizenekte R; ve Ry birbirinden bagimsiz olarak H,

metil, etil veya tert.butildir.

Tercih edilen bir diizenckte R', H, metil veya etildir.

Tercih edilen bir dizenckte Rg, H, metil veya etildir,

Tercih edilen bir diuzenekte Y; ve Y, birbirinden bagimsiz olarak H,

metil veya etildir.

Bir baska yonde mevcut bulus, bulusa ait bir bilesigin sentezlenmesine
yonelik bir yontem sunar. Basvuru sahipleri, bulusa ait folat
radyofarmasotiklerinin, ['*F]florid ile dogrudan radyo-etiketleme

yoluyla elde edilebilecegini kesfettiler.
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"*F nitklid genellikle elektrofilik ['*F]F, olarak ve burada genel olarak
kullamldigi gibi nukleofilik ['*F]florid olarak temin edilir. ['*F]florid
formunda florin-18, daha verimli sekilde uretilebilir. Ek olarak bu,
tasiyict  ilave edilmemis radyo-izleyicilerin  yeterli  sekilde

hazirlanmasinin tek yoludur.

Boylelikle spesifik bir duzenekte bulusa ait bir Uretim yontemi, bir
['*F]florid ile ikame edilmeye agik bir ikame edici tasiyan bir azafolat
olan bir 6nciniin saglanmas: ve adi gegen Onciiniin, faz transfer
katalizorleri drnegin tetrabutilamonyum karbonat veya potasyum
karbonat veya oksalat ile kombinasyon halinde aminopolieterler (6rn.,
Kryptofix® 22.2) ile aktiflestirilmis ['°F|florid ile reaksiyona

sokularak bulusa ait bir bilesigin olusturulmas: adimlarim icerir.

Tipik olarak bir ['*F]florid ile ikame edilmeye acik bir ikame edici, bir
ayirma grubu gorevi gorebilen ve bu nedenle gelen bir ['*F]florid ile
degistirilebilen veya baska sekilde bir [ISF]floridin sokulmas1 i¢in
aktiflestirici gorevi gorebilen bir elektron ¢eken gruptur. Uygun
elektron ¢eken gruplar arasinda -NO,, -CN, -SO;R', -COOR', -COR!, -
F, -Cl, -Br bulunur. Tercih edilen bir duzenekte folat
radyofarmasbtikleri, nitro yerine '°F veya kloro yerine '°F aligverisine

dayal1 bir dogrudan etiketleme yonteminde elde edildi.

Tipik bir reaksiyonda oncii, uygun bir organik solvent i¢inde ¢ozulur,
kuru '*F-Florid-kriptata ilave edildi. Elde edilen karigim, uygun bir
sicakliga kadar ve uygun bir reaksiyon suresince, orn. yaklasik
160°C'yve 10 dakika streyle isitildi. Kisa kartus saflastirmasi

sonrasinda bazik veya asidik kosullar altinda koruma giderme ve 10
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dakika sireyle 1sitma yapildi. Ham urin ¢ozeltisi notralize edildi ve
yari-prep HPLC sistemine enjekte edildi. Radyoaktif tirtin toplandi ve
HPLC solventleri, baska bir kati faz 6ziimlemesi ile veya nitrojen
akisi, vakum ve nazik 1sitma yoluyla ¢ikarildi. Formiullasyon i¢in kuru
uriin, fizyolojik ¢ozelti i1le yeniden ¢ozuldu ve bir steril filtre

kullanilarak steril siseye aktarildi.

Bir diger yonde mevcut bulus, bulusa ait folat radyofarmasotiklerinin,
tanisal goriintiilemeye ihtiyag duyan bir slijeye elverisli ve etkili

sekilde uygulama i¢in kullanimlarina yoneliktir.

Boylelikle mevcut bulus, bir folat reseptorinit eksprese eden bir
hiicrenin veya hiicre popiilasyonunun tanisal goriintulenmesine
yonelik bir yontem sunar; adi gegen yontem, bulusa ait en az bir folat
radyofarmasotiginin bir tanisal gorintiileme miktarinda uygulanmasi
ve adi gecen hiicrenin veya hiicre popillasyonunun tamsal bir

goriintusiiniin elde edilmesi adimlarim icerir.

Bu gorintilleme, bir folat reseptoriini eksprese eden bir huicre veya

hiicre populasyonu Uizerinde in vitro veya in vivo yapilabilir.

Boylelikle mevcut bulus, folat reseptoriinii eksprese eden bir hiicrenin
bir doku dmegi i¢inde in vitro saptanmasina yonelik, adi gegcen doku
omeginin bulusa ait en az bir folat radyofarmasotiginin etkili
miktarlar1 ile baglanmanin meydana gelmesi i¢in yeterli bir siire
boyunca ve kosullarda temas ettirilmesini ve otoradyografi ve benzeri
gibi gorintileme teknikleri ile bu baglanmanin saptanmasini igeren

bir ydontem sunar.
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Bir baska dizenekte mevcut bulus, mevcut bulusa ait folat
radyofarmasotiklerinin, tamisal goruntilemeye veya kanserin veya
enflamatuar ve otoimmiin hastalik terapisinin izlenmesine ihtiyag
duyan bir sujeye elverishh ve etkili sekilde uygulama igin

kullanimlarimi sunar.

Bir bagka yonde mevcut bulus, es zamanl tan1 ve terapiye yonelik,
buna ihtiyvag duyan bir stijeye, terapotik bir aktif ile kombinasyon
halinde tanisal agidan etkili miktarda mevcut bulusa ait en az bir folat
radyofarmasdtiginin uygulanmas: ve tedavi seyrini izlemek igin ads
gecen dokularm tamisal bir goruntisinim alinmasi adimlarmi igeren

bir yontem sunar.

Mevcut bulusa ait yontemlerin siijesi, tercihen bir memeli, 6rnegin bir

hayvan veya bir insan, tercihen bir insandir.

Dozaj, arzu edilen etkinin dogasina, ornegin tani veya terapl formuna,
tedavi turt ve sikligma, tami aletlerine, preparasyonun uygulama
formuna ve alicinin yasi, kilosu, beslenmesi ve durumuna, varsa eslik

eden tedavinin tirine baghdir.

Bununla birlikte en tazla tercih edilen dozaj, gereksiz denemeler
yapmak zorunda kalmadan bu konuda uzman bir kisi tarafindan
anlasilacagl ve belirlenebilecegi gibi ilgili siljeye gore ayarlanabilir.
Bu tipik olarak standart bir dozun ayarlanmasini, 6., hasta dusik bir

vicut agirligina sahipse dozun azaltilmasini igerir.
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Tedavi, optimum miktarin altindaki daha kiicik bir miktar ile

baglayabilir ve optimum etkiyi saglamak amaciyla arttirilabilir.

Mevcut bulusa ait folat radyofarmasotikleri, tekrarli bir doz halinde
veya tercihen tek bir doz halinde uygulanabilir. Ornegin bu bulusa ait
folat radyofarmasotikleri, bir siijeye mtravenoz bolus enjeksiyonu
yoluyla uygulanabilir. Enjeksiyon i¢in uygun formlar, mevcut bulusa
ait yukarida bahsedilen folat radyofarmasotiklerinin steril sulu

¢ozeltilerini veya dispersiyonlarim igerir.

Enjekte edilecek bir ¢ozelti i¢in tercih edilen birim dozaj, yaklasik
0.01 ml 1la yaklagik 10 ml'dir. Orn., intravendz uygulamadan sonra
organm veya tumorin in vivo goruntilenmesi arzu edilirse siijeye
radyo-etiketli reaktif madde sijjeye uygulandiktan 30 dakika ila 4 saat
sonra yapilabilir. Tipik olarak uygulanan dozun yeterli bir miktari,

hedeflenen organda birikecektir.

Folat radyofarmasotikleri tercthen HPLC 1le saflastinlir. HPLC
saflastirmasi ile solventler ¢ikarildiktan sonra Uriinler tercihen %0.9
NaCl veya 0.15M fosfat tamponu ¢ozeltisi gibi fizyolojik ¢ozeltiler
iginde ¢ozulur, uygulamadan dnce formille edilmis radyofarmasotik,

steril bir filtre izerinden steril bir siseye aktarilir.

Bulusa ait folat radyofarmasotikleri ayrica folat reseptoriinii eksprese
eden bir hiicrenin, bir sijeden alman bir doku biyopsisi i¢inde in vitro
saptanmasi i¢in kullanilabilir. Boylelikle baska bir diizenekte mevcut
bulus, folat reseptoriinil eksprese eden bir hiicrenin, orn. bir timor

hiicresinin veya aktiflestirilmis bir makrofajin, bir doku drnegi iginde
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In vitro saptanmasma yonelik, adi gecen doku odrneginin mevcut
bulusa ait bir folat radyofarmasotigi ile baglanmanin meydana gelmesi
icin etkili miktarlarda ve yeterli bir stire boyunca ve kosullarda temas
ettirilmesini  ve  goruntuleme teknikleri ile bu baglanmanin

saptanmasini igeren bir yontem sunar.

Ornekler, uzman kigilerce bilinen prosedurlerle, orn. bir doku
biyopsisi veya bir vicut sivisi toplanarak, trake veya pulmoner

ornekler igin aspirasyon ve benzeri yapilarak toplanabilir,

Test edilecek doku Ornekleri arasinda bir folat reseptorimu eksprese
eden bir hiicreyi ihtiva ettifinden siiphelenilen herhangi bir doku,
omegin timor hiicreleri, epiteliyal hiicreler, bobrekler, gastrointestinal
veya hepatobiliyer sistem, aktiflesmis makrofajlar, monositler ve
digerleri bulunur. Ornekler o6rn. bir mikrotom ile kesitlenerek
mikroskobik inceleme ve gbdzlem saglanabilir. Ornekler ayrica drnek
dokularin histolojik kalitesini gelistirmek amaciyla mevcut bulusa ait
folat radyofarmasotiklerinden biri ile inkiibe edilmeden Once veya
bundan sonra uygun bir sabitleyici ile sabitlenebilir. Mevcut bulusa ait
bir folat radyofarmasotiginin hitcre Uizerindeki bir folat reseptoriine
baglanmasi i¢in yeterli siire ve kosullar arasinda standart doku kit
kosullar1 bulunur, yani ornekler, in vitro killtirlenebilir ve mevcut
bulusa ait bilesikler veya kompozisyonlardan biri 1le fizyolojik ortam
icinde inkiibe edilebilir. Bu kosullar, uzman kisiler tarafindan iyi
bilinir, Alternatif olarak drnekler sabitlenebilir ve sonra mevcut bulusa
ait bir folat radyofarmasotigi ile izotonik veya fizyolojik bir tampon

iginde inkitbe edilebilir.
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Tam uygulamalar 1i¢cin  mevcut bulusa ait bilesiklerin  veya
kompozisyonlarm, kullamlacaklar1 yerde veya bunun yakiminda
hazirlanmas1 elverighdir. Burada agiklanan ve istemde bulunulan
bilesiklerin ve/veya yontemlerin tamami, mevcut agiklama 1s18ida
gereksiz denemeler yapilmadan gergeklestirilebilir ve yurutilebilir,
Ekteki 1stemlerle tamimlanan bulus kapsamindan ayrilmadan mevcut
bulus tizerinde degisikliklerin uygulanabilecegi bu konuda uzman
kisiler igin acik olacaktir. Burada sunulan Orneklerin agiklayici olmasi
ve hari¢ birakict olmamasi amaglanir; bu nedenle gosterilen Urnekler,
bulusu bir sekilde sinirlayict olarak gordlmemelidir (bakiniz ayrica

Betzel ve arkadaslan Bioconj. Chem. 2013, 24: 205-214).

Ornekler

Genel: Reaktif maddeler ve solventler, baska bir seyden
bahsedilmemisse Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Acros Organics veya
VWR International AG'den satin alindi. Tum kimyasallar alindig:
sekilde kullamldi. Insan ve fare (disi CD-1) mikrozomlar1 ve NADPH

rejenerasyon sistemleri, BD biosciences'ten satin alindi.

Analitik Radyo-HPLC: Analitik radyo-yitksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC), bir GabiStar (Raytest) radyo-dedektor kolonu
ile donatilmis, bir RP-18 kolonu, Luna PFP(2) C18, (5 um, 250 x 4.6
mm, Phenomenex) ile bir solvent sisteminin ve su sekilde gradyanmn
kullamldigr bir Agilent 1100 serisi HPLC sistemi Uzerinde yapildi:
elient A, bir NaH,PO,/Na,HPO, tamponu (0.05 M, pH 7.4) idi ve
elient B, MeOH idi. 0 - 30 dakika %100 - %70 A'lik bir gradyan, 1
ml/dakika akis hizinda kullamildi. Spesifik aktivite, farkh
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konsantrasyonlarda soguk referans bilesikten elde edilen bir
kalibrasyon egrisinden belirlendi. Klorine edilmis onctu (3'-aza-2'-
kloro-folik asit) miktarini belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda 3'-

aza-2'-kloro-folik asitten elde edilen bir standart egri kullanildi.

Yar1 preparatif Radyo-HPLC: Saflastirma i¢cin radyo-HPLC, bir
Smartline Pompa 1000, Smartline Manager 5000, Smartline UV
dedektorii 2500 (Knauer) ve bir GabiStar radyo-dedektorti (Raytest)
ile donatilmis bir yari-preparatif HPLC sistemi tizerinde yapildi. ["°F]-
3'-aza-2'-florofolik asit, bir RP-18 kolonu, Luna PFP(2) CI8, (5 um,
250 x 10 mm, Phenomenex) tizerinde su sekilde bir solvent sistemi ile
saflastirildi: elient A, NaH,PO,/Na,HPO, tamponu i¢inde %0.1 EtOH
cozeltisi (0.05 M, pH 7.4) idi ve eluent B, NaH,PO,Na,HPO,
tamponu i¢inde %401k bir EtOH ¢ozeltisi (0.05 M, pH 7.4) idi. 0 - 10
dak %100 - %85 A, 10 - 25 dak izokratik %85 A gradyani, 4 ml/dak
akis hizinda kullanildi.

Radyo-UPLC: Stabilite ¢alismalan i¢in bir Acquity UPLC BEH C18
kolonu (1.7 um, 2.1x50 mm, Waters) ve bir ¢akisma dedektoril
(FlowStar LB513, Berthold) ile donatilmis bir ultra-performansh sivi
kromatografisi (UPLC'™, Waters) sistemi, su solvent sistemi ile
kullanildi: elitent A, bir NaH,PO4,/Na,HPO, tamponu (0.05 M, pH 7.4)
1di ve eliient B, asetonitrildi. 0 - 4.0 dak %100 - %40 A gradyam, 0.6
ml/dakika akis hizinda kullanilda.

Tasiyict flave Edilmemis ['°F]Floridin Uretilmesi: Tasiyict ilave
edilmemis ['°F] florid, bir Siklon 18/9 siklotronda (IBA) "*O(p,n)'*F

nitkleer reaksiyon yoluyla tretildi. Izotopik olarak %97 oraninda
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zenginlestirilmis B0-su, bir 18 MeV proton 1511 ile 2.1 ml'lik bir
hedef kullamlarak isma tabi tutuldu. Hedef hacim (1.95 ml), bir
helyum akisi kullanilarak sicak hiicreye aktarildi. Tasiyict ilave
edilmemis ['°F]florid (40 - 80 GBq), sulu potasyum karbonat ¢ozeltisi
(0.5 M, 5 ml) ve su (10 ml) ile dnceden kosullandirilmis bir anyon
alisveris kartusu (Sep-Pak Light Accell Plus QMA, Waters) lizerinde
yakaland.

LogD'nin Belirlenmesi: (alkalama-sise yontemi kullamilarak logD
degeri belirlemesi yapildi, burada n-oktanol ile fosfat tamponlu tuz
(PBS) arasindaki radyo-izleyici bolinme katsayisi belirlendi (Wilson
ve arkadaglari. 2001 Applied Radiation and Isotopes). n-Oktanol (0.5
ml) ve PBS (0.5 ml), radyoaktif ormek (5-10 pl) ithtiva eden bir
Eppendorf tipl i¢inde karigtirldi, Tipler, bir Gistten ¢alkalayici i¢inde
15 dakika sireyle oda sicaklifinda ¢alkalandi ve ardindan
santrifujlendi (3 dak, 5000 rpm). Her Eppendorf tipiinden her fazdan
50 pl, bir y sayacinda sayilmak izere kiicik siseye aktarildi. Log D
degeri, su denkleme gore hesaplandi: log D54 = log [aktivite(oktanol
fazi)/aktivite PBS fazi)].

Hitcre Kltir:: KB hiicreleri (insan servikal karsinoma hiicre ¢izgisi,
HeLa alt klonu; ACC-136), Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kultiir
Koleksiyonundan (DSMZ, Braunschweig, Almanya) satin alindi.
Hiicreler, %5 CO, ihtiva eden nemlendirilmis bir atmosferde 37°C’de
mono tabakalar halinde kiltirlendi. Onemh sekilde hiicreler, folatsiz
bir huicre kulturt ortami, FFRPMI (modifiye edilmis RPMI, folik asit,
vitamin B> ve kirmizi fenol olmadan; Cell Culture Technologies

GmbH, Gravesano/Lugano, Isvigre) icinde kiiltirlendi. FFRPMI
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ortami, %10 151 1le eylemsizlestirilmis fetal buzag serumu (FCS, tek
folat kaynagi olarak), L-glutamin ve antibiyotikler
(penisilin/streptomisin/fungizon) ile desteklendi. Rutin kiiltiir iglemi,

haftada ki kez EDTA (2.5 mmol/1) ile PBS i¢inde yapildu.

Ornek 1: N’-asetil-3'-aza-2'-nitrofolik asit di-tert butil ester

onciunun sentezi

(a)  N-(6-amino-2-kloronikotinoil)-L-glutamik  asit  di-tert

butilester sentezi

6-amino-2-kloronikotimik asit (6 g, 34.8 mmol, Anichem Inc.’den
satin alindi), N,N-dimetilformamid (232 ml) icinde oda sicakliginda
cozuldu. Cozelti, 0°C’ye sogutuldu ve trietilamin (11 ml, 7.39 g, 73.0
mmol) ilave edildi. HBTU (2-(1H-benzotriazol-1-i1)-1,1,3,3-
tetrametilironyum heksaflorofosfat, 14.5 g, 38.2 mmol) ilave
edildikten sonra karigim, 5 dakika stireyle 0°C’de karistirildi ve sonra
di tert butil-L-glutamat hidroklorid (10.8 g, 36.5 mmol) ilave edildi.
Sogutma banyosu ¢ikarildr ve kangim, 18 saat siireyle karistinldi. -
20°C'ye sogutulduktan sonra katilar ¢ekildi ve DMF (20 ml) ile
yvikandi. Filtrat kuruyana kadar vakum altinda buharlastirildi ve tortu,
bir etilasetat (400 g) ve metil-tert butileter (200 g) karnsim i¢inde
cozuldin. Cozelts, ii¢ kez su (toplam 150 ml) ile, Gi¢ kez sulu bir 1 M
NaHCO; ¢ozeltisi (toplam 150 ml) ile ve ii¢ kez sulu doymus bir NaCl
¢ozeltisi (toplam 150 ml) ile yikandi. Organik tabaka, magnezyum
sulfat (10 g) uzerinde kurutuldu ve kuruyana kadar vakum altinda
buharlastirildi. Tortu, kolon kromatografisi ile silika jel (n-heksan/etil

asetat 7:3 ila 5:5) fizerinde saflastiritlarak  N-(6-amino-2-
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kloronikotinoil)-glutamik asit-d1 tert butilester soluk sar bir kat
halinde elde edildi. Verim: 68 g (365 mmol, %47.3).
HR-MS (ESI, émek CH,Cl, ig¢inde ¢ozuldi) : m/z [MH]
CoH25CIN;O5 i¢in hesaplanan: 414.1790; bulunan: 414.1789 'H-
NMR (200 MHz, DMSO-dg) : 8 = 1.39 (s, 9H, OtBu), 1.41 (s, 9H,
OtBu), 1.71-2.07 (m, 2H, C(B)H,), 2.33 (t, 2H, C(v)H;), 4.18-4.29 (m,
1H, C,H), 6.40 (d, 1H, 4H,om, J* = 8.3Hz), 6.69 (s, 2H, NH,), 7.47 (d,
1H, 5'Huoms J* = 8.3Hz), 8.36 (d, 1H, NH, ]’ = 7.6 Hz) . "C-NMR
(200 MHz, DMSO-dg): 26.6, 28.2, 31.6, 52.9, 80.2, 81.1, 106.3, 118.9,
140.1, 146.2, 160.6, 166.2, 171.2, 172.0.

(b) NZ-asetil-3'-aza-2'-klorofolik asit di-tert butil ester sentezi

N-({6-amino-2-kloronikotinoil)-glutamik asit-di tert butilester (0.5 g,
1.27 mmol) ve N*-asetil-6-formilpterin (0.3 g, 1.21 mmol), asetik asit
(30 ml) iginde ¢ozuldil. Tetraetil ortosilikat (0.54 ml, 1.27 mmol) ilave
edildikten sonra karisim, 55°C’°de 6 saat streyle kanstirildi. Oda
sicakligina  bir gece sureyle sogutulduktan sonra sodyum
triasetoksiborohidrid (0.27 g, 2.42 mmol) ilave edildi ve karigim, 1
saat siireyle oda sicakliginda karistirildi. n-heksan (18 g) ve su (8 g)
ilave edildikten sonra organik tabaka ayrildi ve sulu tabaka, kuruyana
kadar vakum altinda buharlastirildi. Tortu, bir su (9 g) ve asetonitril (1
g) karisim 1¢inde siispanse edildi. Katilar ¢ekildi ve iki kez su (toplam
10 g) ile yikanarak ham N°-asetil-3'-aza-2'-klorofolik asit di tert
butilester (0.77 g) elde edildi. Ham Uriin, %10'dan %25'e ¢ikarilan
asetonitril yuzdesi ile su ve asetonitril karisimlar iginde tekrarl
sindirim yoluyla saflastirilarak N*-asetil-3'-aza-2"-klorofolik asit di tert

butilester, portakal rengi bir kati halinde elde edildi. Verim: 0.61 g



10

15

20

25

35

(0.911 mmol, %75). HR-MS (ESI, ormek MeOH/CH,Cl,/1:1 i¢inde
cozuldil) : m/z [MH]+ C2sH3sCINgNaO; icin hesaplanan: 653.2209;
bulunan: 653.2211 'H-NMR (200 MHz, DMSO-d) : & = 1.37 (s, 9H,
OtBu), 1.39 (s, 9H, OtBu), 1.75-1.82 (m, 1H, C(B)H), 1.92-1.99 (m,
1H, C(B)H"), 2.20 (s, 3H, CH3), 2.28-2.32 (m, 2H, C(y)H,), 4.21 (m,
1H, C(a)H), 4.72 (d, 2H, C(6)CH,, J = 5.8 Hz), 6.71 (s, 1H, 4Harom),
8.00 (bt, 1H, NH), 8.04 (s, 1H, 5Hyom), 8.50 (d, 1H, NH(Glu), I = 7.5
Hz), 8.83 (s, 1H, C(7)H), 11.9 (bs, 1H, NH), 12.3 (bs, 1H, NH). °C-
NMR (200 MHz, DMSO-dq) : 24.4, 26.5, 28.1, 28.2, 31.5, 44.5, 52.8,
80.3, 81.1, 107.1, 119.6, 130.9, 139.7, 145.9, 149.7, 150.2, 152.4,
154.9, 158.6, 159.7, 166.1, 171.1, 171.9, 174.6.

(¢) N-(6-amino-2-nitronikotinoil)-L-glutamik asit di tert-butilester

sentezi

Sentez, Ornek la)'da tarif edilen prosediir uygulanarak, ancak 6-
amino-2-kloro-nikotinik asit yerine 6-amino-2-nitronikotinik asit

kullanilarak yapildi.

(d) N’-asetil-3'-aza-2"-nitrofolik asit di-tert butil ester sentezi

Sentez, Ornek 1b)'de tarif edilen prosediir uygulanarak, ancak N-(6-
amino-2-kloronikotinoil)-glutamik asit-di tert butilester yerine N-(6-
amino-2-nitronikotinoil}-L-glutamik asit di tert-butilester kullanilarak

yapildi,

Ornek 2: Tasiyia Ilave Edilmemis 3'-aza-2'-['8F]ﬂ0r0folik asit

sentezi
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Anyon alisveris kartusu tizerinde yakalanmis, tasiyict ilave edilmemis
['*F]florid, 5 ml'lik kapali bir reaksiyon kab igine, asetonitril (1.4 ml)
ve su (0.6 ml) kargimi i¢inde kaezyum karbonat (2.8 mg) ve
Kryptofix 2.2.2 (5 mg) ihtiva eden bir ¢ozelti kullamlarak dogrudan
elute edildi. Solvent, 90°C'de vakum ve bir nitrojen akisi altinda
cikarildi. Ardindan kuru asetonitril (3 x 1 ml) i1lave edildi ve kuruyana
kadar buharlastirildi. Sonra 10 dakika siireyle 90°C'de sadece vakum
uygulandi.

Oncli, N’-asetil-3'-aza-2'-klorofolik asit di-tertbutil ester (2.50 mg,
3,96 umol) veya alternatif olarak N*-asetil-3'-aza-2'-nitro-folik asit di-
tert butil ester, dimetil sitlfoksid (300 pl) iginde kuru ['*F]florid-
kriptat kompleksine ilave edildi. Karisim, 10 dakika stireyle 160°C’ye
isitildi. 10 dakika stireyle sogutulduktan ve su (5 ml) ilave edildikten
sonra karisim, daha 6nce metanol (5 ml) ile kosullandirilmis ve su (10
ml) ile durulanmus, geri fazlh bir kartus (Sep-Pak C18 Plus; Waters)
icinden gegirildi. Yiklenen kartus, su (3 x 8 ml) ile yikandi. °F
etiketli, korunmus ara madde, N*-asetil-3'-aza 2'-florofolik asit di-
tertbutil ester, asetonitril (2 ml) ile baska bir 5 ml'lik kapali reaksiyon
kab1 i¢ine eliite edildi. Asetonitril hacmi, yaklasik olarak 0.1 ml'ye

indirgenmis basing ve bir nitrojen akisi altinda 90°C'de konsantre
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edildi. Hidroliz i¢in bir hidrojen klorid ¢ozeltisi (4 M, 1.25 ml}) ilave
edildi ve kansim, 10 dakika sureyle 60°C'de sitildi. 5 dakika
sogutulduktan sonra bir sodyum hidroksid ¢ozeltisi (5 M, 1.0 ml) ilave
edilerck karisim notralize edildi ve NaH;PO4/Na,HPO, tamponu (0.05
M, pH 7.4, 2.5 ml) ile toplam 5 ml hacme kadar seyreltildi. Cozelti,
vari-preparatif radyo-HPLC sistemi i¢ine enjekte edildi. %6 EtOH
ithtiva eden, toplanan urtin fraksiyonu (tg = 21 dakika), steril bir filtre
tizerinden, ileri deneyler igin (in vitro ve in vivo) kullanilmaya hazir,

steril, pirojensiz bir sise igine gegirildi.

Bozulma diizeltmeli radyokimyasal verim %5 - 15 (0.5 - 2.75 GBq)
arasmda degisivordu. Kalite kontrolil, bir analitik radyo-HPLC
tizerinde yapildi (Sekil 2). Radyo-kimyasal saflik, %98'in lizerindeydi
ve spesifik aktivite, 45 - 126.8 GBg/pmol arasinda degisiyordu.
Klorine olmus yan iriin miktar, 17 pg/mL'den az formiile edilen tiriin
gozeltisi (1 - 16.3 pmol/ml aralik) idi. Toplam sentez stiresi, yaklasik
85 dakikayd: ve [l8F]-3'-aza-2'-f10r0folik asit kimligi, referans bilesik
3'-aza-2'-["F]florofolik asidin birlikte enjekte edilmesi ile teyit edildi.

Radyo-ctiketleme kosullarinin bir dzeti, Tablo 1'de gosterilir.
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Tablo 1 3'-aza-2'-['*F] florofolik asit sentez kosullar:

Adim 1-Radyo-etiketleme

Oncui 4.0 pmol (2.5 mg)
Solvent 300 pul DMSO
Sicaklik 160 °C

Reaksiyon suresi 10 dak
Adim 2 - ""F-Etiketli Aza-Folatin Saflastirilmasi
tC18 arti kartus  Reaksiyona girmemis ['°F]florid ve tuzlarmin ¢ikarilmasi

Adim 3 - "F-Etiketli Aza-Folatin Korumasinin Giderilmesi

4 N HCI 1,25 ml
Sicaklhik 60 °C
Reaksiyon sliresi 10 dak

5 N NaOH (nbtralizasyon) 1,0 ml

Adim 4 - Nihai Radyo-Izleyicinin Saflastirilmas (5)

Radyo-kimyasal saflik > %98
Radyo-kimyasal verim (bozulma duzeltmeli) %5-15
Radyoaktivite Maks. 2.75 GBq

Log D,4 oleimi: Lipofiliklik degerlendirmesi igin ['°F]-3'-aza-2'-
floro- -folik asidin n-oktanol/PBS i¢inde bolunme katsayisi, -4.2+0.1
bulundu (n = 10), bu da [‘*F]-3'-aza-2'-floro--folik asidin ¢ok

hidrofilik 6zelliklermi gosterir,

Ornek 3: 3'-aza-2'-|"*F|florofolik asidin Modiler GMP-Radyo-

sentezi

Radyo-izleyici 3'-aza-2'-['*F]floro-folik asidin GMP firetimi, otomatik
bir sentez modill Uzerinde yapldi. Tasiyic1 ilave edilmemis

['*F]florid, bir anyon alisveris kartusu izerinde yakaland1 ve kaezyum
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karbonat (0.35 ml H,O i¢cinde 2.8 mg) ve Kryptofix 2.2.2 (0.35 ml
asetonitril iginde 6.5 mg) ihtiva eden bir kangim kullamlarak
dogrudan reaktor icine elite edildi. Solvent, 120°C'de indirgenmis
basing ve bir nitrojen akisi altinda ¢ikarildi. Asetonitril (0,1 ml) ilave

edildi ve kuruyana kadar buharlastirildi.

DMSO (400 pL) iginde N*-asetil-3'-aza-2'-klorofolik asit di-tertbutil
ester (2.50 mg, 3.96 wmol) ihtiva eden dnch ¢ozeltisi, kuru ['*F]florid-
kriptat kompleksine ilave edildi. Karisim, 17 dakika stireyle 150°C’ye
isitildi. Sonra 4 M HCI (1.0 ml) dogrudan reaktore ilave edildi ve
60°C'de 10 dakika stireyle hidroliz yapildi. Reaksiyon karisimi, H,O
(9 ml) 1le seyreltildi ve aktiflestirilmis bir MCX kartusuna yiitklendi ve
H,0 (5 ml) ile yikandi. Kartus, 50 mM fosfat tamponu pH 7.4 (4 ml)
icinde % 10 MeOH'den olusan bir ¢ozelti ile durulanarak radyo-
izleyici eliite edildi. Eluient, yari-preparatif bir radyo-HPLC sistemi
icine enjekte edildi. Toplanan tirin fraksiyonu (tg = 21.1 dak), 4 M
HC1 (0.5 ml) ile asitlendi ve baska bir MCX kartusuna yuklendi.
Kartus, HO (5 ml) ile durulandiktan sonra radyo-izleyici, S0 mM
fosfat tamponu pH 7.4 (5 mL) i¢inde %10 EtOH ile eclite edildi ve
%0.9 sulu NaCl (9 mL) ile seyreltildi.

Sentezin sonunda bozulma diizeltmeli radyokimyasal verim %7 - 16
(2.4 - 6.0 GBq) arasinda degisivordu. Kalite kontrolil, bir analitik
radyo-HPLC fiizerinde vyapildi. Radyo-kimyasal saflik, %99%un
tuzerindeydi ve spesifik aktivite, 47 - 62 GBg/umol arasinda
degisiyordu.

Klorine olmus yan iuriin miktari, 0.1 pg/mL'den az formille edilen
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uriin ¢ozeltisi 1di. Toplam sentez siiresi yaklasik 75 dakikaydi. Radyo-

etiketleme kosullariin bir 6zeti, Tablo 2'de gosterilir.

Tablo 2: Otomatik bir modiil iizerinde 3'-aza-2'-['*Flflorofolik asit

sentez kosullari,

Adim 1-Radyo-etiketleme

Oncit 4.0 pmol (2.5 mg)
Solvent 400 ul DMSO
Sicaklik 150 °C

Reaksiyon suiresi 17 dak

Adim 2 - BF-Etiketli Aza-Folatin Korumasimm Giderilmesi

4 M HCI 1,0 ml

Sicaklik 60 °C

Reaksiyon siiresi 10 dak

H,O (seyreltme) 9,0 ml

Adim 3 - Nihai Radyo-Izleyicinin Saflastiriimasi

MCX kartusu (60 mg) Radyo-izleyicinin  yakalanmas: ve reaksiyona
girmemis [ISF]florid ve tuzlarinin ¢ikarilmasi

Eliisyon 50 mM fosfat tamponu pH 7.4 iginde 4 mL %10
MeOH

HPLC Luna PFP(2), 250x10 mm, 20 mM fosfat tamponu
pH 7.4 iginde %7 MeOH

MCX kartusu (30 mg) HPLC trin fraksiyonunun yakalanmasi, HPLC

solventinin ¢ikarilmasi

Adim 4- Formulasyon

Elusyon 50 mM fosfat tamponu pH 7.4 (5ml) iginde %10
EtOH ve %0.9 NaCl (9 mL)

Radyo-kimyasal saflik > %99

Radyo-kimyasal verim %7-16

(bozulma diizeltmeli)
Radyoaktivite maks. 6.0 GBq
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Ornek 4: Tasiyicr ilave Edilmemis ['®F]-3',5'-diaza-2'-florofolik

asit sentezi

Sentez, Ornek 1 ila 3'e benzer sekilde, ancak 6-amino-2-kloronikotinik
asit yerine 2-amino-4-kloro-5-pirimidinkarboksilik  asit (Abby
Pharmatech, LLC'den satin alindi) kullanilarak yapildi.

Ornek 5: [°F]-Referans Bilesiklerin Sentezi

(a) N-(6-amino-2-floronikotinoil)-L-glutamik asit-di tert butilester

sentezi

OVOtBu

O =
= N
\ H
o
HNT SN OtBu
0

N,N-dimetilformamid (50 ml) iginde 6-amino-2-floronikotinik asit
hidroklorid (5.72 g, 29.7 mmol, Anichem Inc.’den satin alindy) ihtiva
eden bir ¢ozeltiye, N-hidroksisukinimid (6.83 g, 59.3 mmol) ilave
edildi. 0°C'ye sogutulduktan sonra trietilamin (15.01 g, 148.3 mmol)
damlalar halinde 10 dakika sureyle ilave edildi. Karigim, oda
sicakligma 1sitildi ve N,N-diizopropilkarbodiimid (6.9 ml, 44.5
mmol), 5 dakika i¢inde ilave edildi. 29 saat sonra N,N-
dimetilformamid (114 ml) i¢cinde glutamik asit di tert butilester
hidroklorid (17.6 g, 59.3 mmol) ihtiva eden bir ¢dzelti, 5 dakika i¢inde
damlalar halinde ilave edildi. 21 saat sonra katilar ¢ikarildi ve iki kez
N,N-dimetilformamid (toplam 40 ml) ile yikandi. Filtrat ve yikama

sivilari birlestirildi ve etilasetat (500 ml) ve diizopropileter (500 ml)
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ile seyreltildi. Cozelti, bes kez su (toplam 1000 ml) ile yikand.
Organik tabaka, magnezyum sulfat (60 g) tzerinde ve aliminyum
oksid (10g) uzerinde kurutuldu ve kuruyana kadar vakum iginde
buharlastirildi. Tortuya asetonitril (57.9 g) ilave edildi ve katilar
cekildi ve asetonitril (toplam 20 g) ile yikandi. Filtrat ve yikama
swvilart birlestirildi ve 40°C'de vakum altinda kuruyana kadar
buharlagtirildi. Tortu, kolon kromatografisi ile silika jel (n-heksan/etil
asetat 7:3 ila 0:1, Rf = 0.46, n-heksan/etil asetat 7:3) Uzerinde
saflagtirilarak  N-(6-amino-2-floronikotinoil)-L-glutamik asit-di tert
butilester, Griin fraksiyonlarmin buharlastirilmasinin ardindan kristalli

bir kat1 halinde elde edildi. Verim: 2.27 g (5.7 mmol, %19).

HR-MS (ESI, drmek su/ CH;CN / 1:1 i¢inde ¢dzildin): m/z [MH]"
C9H»FN3;Os  igin  hesaplanan: 398.2086; bulunan: 398.2083
'H-NMR (200 MHz, DMSO-d,) : 8 = 1.37 (s, 9H, OtBu), 1.41 (s, 9H,
OtBu), 1.79-1.98 (m, 2H, C(B)H>), 2.29 (t, 2H, C(Y)H,), 4.33 (m, 1H,
C(o)H), 6.36 (dd, 1H, 4' Harom, *Jyy = 8.4 Hz, *Tpy = 2.2 Hz), 6.91
(bs, 2H, NH,), 7.78-7.87 (m, 2H, NH, 35 'Huow)
PC-NMR (400 MHz, DMSO-de) : 26.1, 27.6, 27.7, 31.1, 52.3, 79.7,
80.7, 101.6 (d, 2Jv=27.4 Hz), 104.7 (d, *Jcp = 2.8 Hz), 142.1 (d, *Jcr
= 3.0 Hz), 160.0 (d, 'Jor = 237.0 Hz), 160.7 (d, *Jer = 19.3 Hz), 162.9
(d, *Jer =6.5 Hz), 170.8, 171.5.

(b) N*-Asetil-3'-aza-2'-florofolik asit di tert butilester sentezi
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N*-Asetil-6-formilpterin (1.17 g, 5.03 mmol), oda sicakhgmda asetik
asit (25 ml) i¢inde suspanse edildi. Asetik asit (35 ml) i¢inde N-(6-
amino-2-floronikotinoil)-L-glutamik asit-di tert butilester (1.00 g, 2.52
mmol) ihtiva eden bir ¢ozelti, siispansiyona 30 dakika iginde damlalar
halinde ilave edildi. Oda sicakliginda 2 saat sonra berrak bir ¢ozelti
olustu ve molekiler elek 4A (10 g) ilave edildi. Tekrar 2.5 saat sonra
ikinci bir kisim molekiler elek 4A (10 g) ilave edildi. 2 saat sonra
sodyum triasetoksiborohidrid (0.5 g, 2.39 mmol) ilave edildi ve tekrar
bir saat sonra bir ikinci kisim sodyum triasetoksiborohidrid (0.5 g,
2.39 mmol) ilave edildi. Oda sicakliginda 16 saat sonra bir Ugiinct
kisim sodyum triasctoksiborohidrid (0.53 g, 2.52 mmol) ilave edildi.
Tekrar 2.5 saat sonra katilar, reaksiyon karisimindan c¢ikanldi ve
asetik asit (30 ml) ile yikand. Filtrat, bir su (150 ml) ve asetonitril (30
ml) kanisimina damlalar halinde ilave edildi. Sonra su (100 ml)
damlalar halinde ilave edildi. Karisim, iki saat streyle 4°C'ye
sogutuldu ve ¢okelen iirtin ¢ikarildi. Uriin, dort kez su (toplam 40 g)
icinde suspanse edildi ve sonra vakum i¢inde P,Os Uzerinde
kurutularak N?-asetil-3'-aza-2'-florofolik asit di tert butilester, tam
beyaz olmayan bir toz halinde elde edildi. Verim: 1.10 g (1.79 mmol,
%71).
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HR-MS (ESI, dmek su/ CH;CN / 1:1 i¢inde ¢bzilldin): m/z [MH]"
CosH3eFNgO;  icin - hesaplanan:  615.2685;  bulunan: 615.2677
'H-NMR (200 MHz, DMSO-dg) : 8 = 1.37 (s, 9H, OtBu), 1.40 (s, 9H,
OtBu), 1.80-2.07 (m, 2H, C(B)H,), 2.21-2.32 (t, 2H, C(y)H,), 4.29 (mm,
1H, C(a)H), 4.71 (d, 2H, C(6)CH,); 6.56 (dd, 1H, 4Harom, *Jyy = 8.4
Hz, “Tey = 2.2 Hz), 7.83 (dd, 1H, 4'Harom, *Jyy = 8.4 Hz, *Tpy = 10.0
Hz), 7.91 (dd, 1H, NH(Glu), *Juy = 7.4 Hz, Ty = 4.5 Hz), 8.29 (t, 1H,
*Tun = 5.7 Hz), 8.88 (s, LH, C(7)H), 11.94 (bs, 1H, N(3)H), 12.28 (bs,
1H, NHAc).

PC-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) : 23.9, 26.1, 27.7, 27.6, 31.1, 44.1,
52.3,79.7, 80.7, 102.5 (d, *Jcr = 28.3 Hz), 105.4, 130.5, 141.7, 149.3,
149.4, 151.7, 154.5, 158.9 (d, *Jor = 17.8 Hz), 159.3, 159.8 (d, Jop =
237.6 Hz), 162.9 (d, *Tcr = 6.5 Hz), 170.7, 171.5, 174.1.

(¢) 3'-aza-2'-florofolik asit sentezi

o O OH

/\/\H,OH

0 Z N
N N | H o]
HN = N N F
s | H
" s
H,N7 N7 N

N*-Asetil-3'-aza-2"-florofolik asit di tert butilester (0.6g, 1mmol), bir
1M sulu hidroklorik asit (16ml) ve asetonitril (1.6ml) karigimi iginde
siispanse edildi. Siispansiyon, 2 saat siireyle 60°C've 1sitildi. 4°C'ye
sogutulduktan sonra cokelen urtin ¢ekildi, su (toplam 10 ml) ile
vikandi ve vakum i¢inde P,Os uzerinde kurutularak ham 3'-aza-2'-
tflorofolik asit, acik sar1 bir toz halinde elde edildi, Verim: 0.4 g (0.9
mmol, %88). Ham 3'-aza-2'-florofolik asit (0.27 g, 0.59 mmol), su (2
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ml) ve 1M sulu sodyum hidroksid (1.2 ml) ¢ozeltisi karisim i¢inde
cozuldi. Cozelti, komir (0.027 g) ile 15 dakika sureyle 70°C'de
isleme tabi tutuldu. Komur ¢ekildi ve filtrat, 0°C'ye sogutuldu. Urlin,
sulu 2M hidroklorik asit (0.59 ml) ilave edilerck ¢okeltildi. Cokelti,
santrifil] yoluyla izole edildi. Ana sivi, katidan bosaltildi ve kati, ¢
kez su (toplam miktar: 14.2 ml) ile yikandi. Katr tortu, vakum icinde
20°C'de kurutularak 3'-aza-2'-florofolik asit, sar1 bir toz halinde elde
edildi. Verim: 78 mg (0.17 mmol, %29).

HR-MS (ESI, drnek, CH,Cl; iginde matris olarak 3-hidroksipikolinik
asit kullanilarak ¢ozilldl): m/z [MH]™ C,sH;sFNsO; igin hesaplanan:
461.1328; bulunan: 461.1328.

'H-NMR (500 MHz, D,0): & = 1.88-1.96 (m, 1H, C(B)H), 2.03-2.10
(m, 1H, C(BH"), 2.14-2.24 (m, 2H, C(y)H,), 4.24-426 (m, 1H,
C(a)H), 4.57 (s, 2H, C(6)CH,), 6.47 (dd, 1H, 5'Harom, “Jyy = 8.6 Hz,
*Jeu = 1.8 Hz), 7.85 (dd, 1H, 4'Harom, *Juy = 10.1 Hz, *Jey = 8.6 Hz),
8.5 (s, 1H, C(7)H).

PYC-NMR (500 MHz, D,0): 23.4, 28.7, 34.1, 44.3, 55.8, 101.7, 101.9,
105.9, 128.2, 142.2, 146.6, 147.4, 1557, 159.4, 159.8, 164.2, 165.2,
165.3,173.2, 178.8, 181.5, 182.3.

(d) N-(2-amino-4-floropirimidin-5-karbonil)-L-glutamik asit-di

tert butilester sentezi

Sentez, ornek S5a)'da tarif edilen prosedir uygulanarak, ancak 6-
amino-2-floronikotinik asit yerine 2-amino-4-floro-5-
pirimidinkarboksilik asit (Abby Pharmatech, LLC'den satin alindi)
kullanilarak yapildi.



10

15

20

25

46

(e) N 2_Asetil-3',5'-diaza-2'-florofolik asit di tert butilester sentezi

Sentez, ornek 5b)'de tarif edilen prosedir uygulanarak, ancak N-(6-
amino-2-floronikotinoil)-L-glutamik asit-di tert butilester yerine N-(2-
amino-4-floropirimidin-5-karbonil)-L-glutamik asit di tert butilester

kullanilarak yapildi.

() 3',5'-diaza-2'-florofolik asit sentezi
Sentez, drnek 5c)de tarif edilen prosedir uygulanarak, ancak N*-
Asetil-3'-aza-2'-florofolik asit di tert butilester yerine N*-Asetil-3',5"-

diaza-2'-florofolik asit di tert butilester kullanilarak yapildi.

Ornek 6: Bolunme katsayisi

Log D4 belirlemesi i¢in bir fosfat tamponu, su (1000 ml) i¢inde
KH,PO, (1.743 g, 12.81 mmol) ve Na,HPO,42H,0 (9.596 g, 53.91
mmol) ihtiva eden bir ¢ozelti yapilarak hazirlandi. N-oktanol i¢inde
doymus bir fosfat tamponu ¢ozeltis1 ve fosfat tamponu i¢inde doymus
bir n-oktanol ¢ozeltist hazirlandi. PBS ¢ozeltisi (500 ul) ve n-oktanol
¢ozeltisi (500 pl), bir Eppendorf tupii igine pipetlendi ve radyo-
izleyici (5-10 ul) ilave edildi. Eppendort tiipll, 15 dakika siireyle oda
sicakliginda bir ustten calkalayici iginde calkalandi. 5000 rpm'de 3
dakika siireyle santrifilj yapilarak iki faz ayrildi. Her fazdan bir parga
(50 ul), bos bir Eppendorf tupine, bir y sayacinda (Wizard,
PerkinElmer) sayilmak tizere aktarildi. N-oktanol ve PBS fazindaki
sayimlarin oraninin logaritmast hesaplanarak log D;, degeri
belirlendi. Degerler, iki bagimsiz deneyden yapilan 10 belirlemenin

ortalamasini temsil eder.
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LogD;, belirlemesi, [l8F]-2’-ﬂ0r0-3'-aza-f0]ik asidin  hidrofilik

ozelliklerini ortaya koyar ve -4.2 £ (.1 degeri ile sonuclanir.

Ornek 7: Stabilite Deneyleri

(a) Insan plazmasi stabilitesi

Radyo-izleyici, 4 saat siireyle 37°C'de insan kani plazmasi igindeki
stabilitesi agisindan test edildi. Formille edilen tirtin (200 pL), sodyum
fosfat tamponu (100 ul) ile seyreltildi ve bir parga (60 ul, 15 MBq),
37°C'de onceden inkitbe edilmis insan plazmasma (500 pL) ilave
edildi. Karisim, bir Thermomixer compact (Eppendort) iizerinde 37°C
ve 500 rpm'de calkalandi. Birka¢ zaman noktasmdan (0, 30, 60, 120,
150 ve 240 dakika) sonra izleyici ilavesi sonrasi pargalar almdi. Her
par¢a (70 ul), buzla sogutulan MeOH'ye (150 ul) ilave edilerek
proteinler ¢okeltildi. Stipernatani ¢gokeltiden ayirmak igin stispansiyon,
10 dakika sireyle 13400 rpm'de (Eppendorf MiniSpin) oda
sicakliZinda santrifijlendi. Stipernatan, bir mikro-filtreden (Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Minisart RC 25, 0.45 pm) gegirildi ve radyo-

UPLC sistemi Gizerinde analiz edildi.

(b) Karaciger Mikrozomlar: Kullamlarak Stabilite Deneyleri

KH,PO/K,;HPO, tamponu (pH 7.4, 0.5 M, 200 ul), NADPH
rejenerasyon sistemi A (50 pl), NADPH rejenerasyon sistemi B (10
pl), bir parca ['°F]-3'-aza-2'-florofolik asit (38 ul, yakl. 15 MBq)
ihtiva eden bir karisima su (677 pl) ilave edildi ve 975 pl hacme kadar

dolduruldu ve 37°C'de on inkube edildi. Sonra fare veya insan
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karacigeri mikrozomlar1 (20 mg/ml, 25 pl) ilave edildi ve 37°C'de
inkiibe edildi. Bircok zaman noktasindan (0, 20, 40 ve 60 dakika)
sonra pargalar (100 ul) ¢ekildi ve ¢ozelti, buz sogugunda metanol (200
pul) icine dokilerek enzimatik reaksiyon durduruldu. Her ornek,
NaH,PO,/Na,HPO, tamponu (pH 7.4, 0.05 M, 600 ul) ile scyreltildi.
Her zaman noktasi, U¢li tekrarlar halinde yapildr ve bir radyo-UPLC
sistem1 uUzerinde analiz edildi. Negatif kontrol olarak omekler,
mikrozomlar olmadan veya NADPH rejenerasyon sistemi olmadan

inkiibe edildi.

Bir pozitif kontrol deneyi olarak radyoaktif izleyici yerine testosteron,

reaksiyon kariginu 1le inkiibe edildi.

(c) Karaciger Glutativon Kullamlarak Stabilite Deneyleri

Glutatiyvon (0.1 M, 100 pl), S9 fraksiyonu (20 mg/ml, 50 ul) ve
KH;PO,/K,;HPQO, tamponu (pH 7.4, 0.5 M, 200 pnl), su (612 ul) ile 772
nl hacme kadar seyreltildi ve ['°F]-3'-aza-2'-florofolik asit (38 pl,
yaklagik 15 MBq) ilave edildi. Karisim, 37°C’de inkiibe edildi. Birgok
zaman noktasinda pargalar (100 ul) ¢ekildi ve ¢ozelti, buz sogugunda
metanol (200 pl) igine dokillerek reaksiyon durduruldu. Her ornek,
NaH,PO,/Na,HPO, tamponu (pH 7.4, 0.05 M, 600 ul) ile seyreltildi.
Her zaman noktasi, ikili tekrarlar halinde yapildi ve bir radyo-UPLC

sistemi i1zerinde analiz edildi.

Ozet olarak arastirilan thm zaman noktalarinda HPLC analizi (1
saatlik bir stire Uizerinden), sadece bozulmamis iriiniin saptanmasi ile

sonuglandi, bu da radyo-deflorinasyonun veya metabolik proseslerin
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meydana gelmedigini ve 3'-aza-2'-[*F]florofolik asidin arastirilan titm

stire boyunca tamamen stabil oldugunu gosterir (Sekil 2).

Ornek 8: in Vitro i¢sellesme Cahsmalar

KB hiicreleri, bir gece sureyle buyitiilmek tizere 12 oyuklu plakalara
tohumland: (2 ml FFRPMI ortami/oyuk 1¢inde [ 700,000 hiicre). Her
oyuga [°F]-3'-aza-2'-florofolik asit (25 pL, 170 kBq) ilave edildi.
Bazi1 durumlarda hiicreler, fazla folik asit (100 uM) ile inkiibe edilerek
KB hiicrelerinin ylizey: izerindeki FR'ler bloke edildi. 37°C'de 1 saat
veya 2 saat siireyle inkiibe edildikten sonra hucreler, tic kez PBS ile
yikanarak  3'-aza-2'-['*F|florofolik asidin toplam hiicre alim
belirlendi. icsellesmis 3'-aza-2'-['*F]florofolik asit fraksiyonunu
degerlendirmek i¢in KB huicreleri, bir soyma tamponu (0.1 M asetik
asit ve 0.15 M NaCl iceren sulu ¢dzelti, pH 3) ile yikanarak FR bagh
radyo-izleyici, hiicre yliizeyinden birakildi. Her oyuga 1 ml NaOH IN
llave edilerek hiicre lizizi gerceklestirildi. Hiicre suspansiyonlar, 4
ml'lik tiplere aktarildi ve ornekler, bir y sayacinda sayildi. Vorteks ile
homojenize edildikten sonra proteinlerin konsantrasyonu, her ornek
igcin bir Micro BCA Protein Deney kiti ile belirlenerek olgiilen
radyoaktivite, tek bir oyukta 0.3 mg proteinlik ortalama igerige
standardize edildi. Radyo-uriiniin hiicre alim ¢alismalari, spesifik bir
alim ve igsellesme gosterdl, ¢linkit bu fazla folik asit ile bloke
edilebiliyordu. ki saat siireyle inkiibe edildikten sonra alim, toplam
hiicre alimimin yaklasik %78.17'si idi ve igsellestirilen fraksiyon,
%18.56'dan sorumluydu. Fazla folik asidin birlikte inkuibasyonu,

radyo-izleyici aliminin %0.03'lik inhibisyonu ile sonuglandi (Sekil 5).
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Ornek 9: Ex Vivo Metabolit Calismalan

Radyo-metabolitlerin in vivo belirlenmesi i¢in 3'-aza-2'-['"F]florofolik
asit (60-70 MBq), KB timor tasryan farclere (n = 2) intravenoz yoldan
enjckte edildi. 5 dakika sonra karst venden kan ornekleri alind1 ve
hayvanlar, radyo-izleyici enjeksiyonundan 30 dakika sonra dldaruldu.
Tam kan, karaciger, tumor ve idrar toplandi. Kan ornekleri, 5000 g’de
4°C’de 5 dakika sureyle santrifiijlendi. Plazma orneklerinin
proteinleri, aym hacimde buzla sogutulmus metanol ilave edilerek,
ardindan santrifiijlenerek ¢okeltildi. Plazma ve idrar ©rneginin
stiipernatanlar1, PBS tamponu ile seyreltildi ve radyo-UPLC ile analiz
edildi. Karaciger ve timdr dokusu, esit hacimde PBS i¢inde bir PT
1200 C Polytron (Kinematica AG) kullanilarak ayri ayrt homojenize
edildi. Aym hacimde buzla sogutulmus MeOH ilave edildikten sonra
karisim, 5000 g'de 5 dakika siireyle 4°C'de santrifiijlendi. Supernatan,
geri kalan proteinlerden buzla sogutulmus metanol ilave edilerek,
ardindan  santrifijjlenerek  temizlendi. Elde edilen stpernatan
fraksiyonlari, PBS tamponu 1le seyreltildi ve radyo-UPLC ile analiz
edildi.

Plazma orneklerinin (5 dak ve 30 dak) ve ayrica idrar ve thmor
orneklerinin analizi, saptanabilen miktarlarda metabolit gostermedi.
Buna karsilik karaciger Omeginin analizi, metabolizma belirtileri
gosterdi (Sekil 4).

Ornek 10: Folat Reseptoru Baglanma Afinitesi

Radyoaktif olmayan referans bilesik 3'-aza-2'-florofolik asit ile
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baglanma deneyleri, PBS pH 7.4 i¢inde siispanse edilmis KB tiumor
huicreler: (7'000 hiicre/240 pL, Eppendorf tupil basina) ile yapildi.
Hiicreler, ui¢ tekrar halinde H-florofolik asit (10 oL, 0.84 nM) ve
artan konsantrasyonlarda 3'-aza-2'-florofolik asit (5.0 x 107 ila 5.0 x
102 M, 250 uL PBS pH 7.4 i¢inde) ile 4°C'de 30 dakika siireyle bir
calkalayict Uizerinde inkiibe edildi. Spesifik olmayan baglanma, fazla
folik asit (10* M) varhiginda belirlendi. Inkilbasyondan sonra hiicre
stispansiyonlarmi ihtiva eden Eppendorf tupleri, 4°C'de 5 dakika
stireyle santrifiijlendi ve stipernatan ¢ikarildi. 0.5 ml NaOH 1 M ilave
edilerek hiicre peletleri lize edildi ve 5 ml sintilasyon kokteyli (Ultima
Gold; Perkin Elmer) ihtiva eden sintilasyon tiplerine aktarildi. Bir sivi
sintilasyon analiz cihazi (Tri-Carb 1900 TR, Packard) kullamlarak
radyoaktivite olculdit ve %3501k bir inhibitor konsantrasyonu,
GraphPad Prism (versiyon 5.01) yazilim kullamlarak yer degistirme

egrilerinden belirlendi.

Radyoaktif olmayan referans bilesik 3'-aza-2'-florofolik asidin FR
baglanma afinitesinin belirlenmesi, 0.81 = 0.18 nM'lik bir ICsy degeri
ile sonuglandi. Bu deger, dogal folik asit i¢cin belirlenen 1Cs; degeri
(~0.9 nM) 1le aym araliktadir, bu da folik asit turevi 3'-aza-2'-
florofolik asidin baglanma afinitesinin buyuk ol¢ude korundugunu

gostertr,
Ornek 11: Biyo-dagihm Cahismalari
In vivo deneyler, lokal veterinerlik departmani tarafindan onaylandi ve

Isvigre hayvan koruma kanunlarma gore yuriitildi. Alt ila sekiz

hattalik disi, atimik nude fareler (CD-1 Foxn-1/nu), Charles River
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Laboratories (Sulzfeld, Almanya)'dan satin alindi. Timdr hiicresinin
inokillasyonundan 5 gin Once baslanarak hayvanlara folat eksik bir
kemirgen diyeti uygulandi. Fareler, her omzun subkitisine KB
hitcreleri (100 pL PBS iginde 5 x 10° hitcre) ile inokiile edildi. Hayvan
deneyleri, timor hiicresi inokille edildikten yaklasik 14 gin sonra
yapildi. Biyo-dagilm ¢alismalan, ti¢ tekrar halinde yapildi. ['°F]-3'-
aza-2'-florofolik asit, PBS pH 7.4 i¢inde arzu edilen radyoaktivite
konsantrasyonuna (fare bagina ~5 MBq) kadar, bir lateral kuyruk vem
uzerinden hemen uygulanmak tizere seyreltildi. Bloklama ¢aligmalar,
fazla florofolik asidin (100 uL PBS iginde 100 pg), 3'-aza-2'-["°F]
florofolik asit uygulanmadan hemen once enjekte edilmesi suretiyle

yapildi.

Radyofolat 3'-aza-2'-['*Flflorofolik asit uygulandiktan 30 dakika, 60
dakika ve 190 dakika sonra hayvanlar dlduriildii. Segilen dokular ve
organlar toplandi, tartildi ve bir v sayacinda radyoaktivite agisindan
sayildi. Sonug¢lar, doku agirhign gram basina enjekte edilen doz
vizdesi [% 1D/g] seklinde, ayn1 zamanda sayilan orijinal enjektatin

kesin bir drneginden referans sayimlar kullamlarak listelendi.

Elde edilen veriler, Tablo 2'de ozetlenir ve Ui¢ veya dort hayvandan
ortalamasi alman, doku grami basma enjekte edilen yiizdeyi [%ID/g]

temsil eder (Tablo 2).
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Tablo 2 KB tamor ksenograftlar1 tasiyan nude farelerde ['°F]-3'-aza-

2'-florofolik asit (['*F]-3) biyo-dagilim deneyleri

Organ veya doku 30 dak p.1. | 60 dak p.i. | 90 dak p.i. | 60 dak p.l
(n=4) n=4) (n=4) bloklama* (n = 3)
Sunlar icinde
0/()Il)/g:
Kan 1.2+0.3 0.6 £0.1 0.6 £0.1 0.8 £0.3
Kalp 2.1 0.2 1.9+0.3 1.8 +0.1 0.4+0.2
Akcigerler 2.0+0.3 1.5+0.2 1.6 £0.3 0.7 £0.3
Dalak 1.3+0.2 1.9 +0.1 2.2+0.2 0.4 +0.2
Karaciger 13.7429 10,609 |[103+24 |109+34
Safra kesesi 8.1+2.9 8.4+1.8 9.3 +0.6 15.8+9.3
Bobrekler 54.8+6.1 | 53.6+£32 |573+84 |59=45
Mide 2.8+0.5 2.8+0.9 2.7 +0.1 0.6 =0.3
Bagirsak 1.4 +0.1 1.9 £0.2 23+04 1.3 0.6
Diski 1.2+0.2 3.0£2.0 1.8 £0.3 6.0x1.1
Tikiriik bezleri 9.0£1.3 15.0 £6.1 14109 |0.6=x0.2
Kemik 2.1+0.3 1.6 +0.3 1.6 £0.3 0.6 =0.3
Kas 1.7 +0.4 1.2+0.2 1.5+0.4 0.3+0.1
Tumor 11.740.9 | 11.9+1.7 |126+]1.8 |1.7+0.4
Oranlar:
Tumor/Karaciger 0.9+0.2 1.1+0.2 1.3+04 0.2 £0.1
Tumor/Bobrekler 0.2 0.1 0.2 +0.1 0.2 £0.1 0.4+02
Tumor/Kan 11.1+41 21623 23841 |22=03

*Bloklama grubunda her hayvan, radyo-izleyici enjeksivonundan 10 dakika dnce
PBS i¢inde 100 pg folik asit ald1.

Ornek 12: PET Goruntuleme Cahismalan

PET deneyleri, bir eXplore VISTA PET/CT tomografi (GE) ile
yapildi. Tamor tasiyan farelere, 10-18 MBq 3'-aza-2'-['*F]florofolik
asit (enjeksiyon basmna 100-150 pl) lateral kuyruk veni uzerinden
enjekte edildi. Bloklama ¢alismalar1 i¢in hayvanlar, radyo-izleyici
enjeksiyonundan 10 dakika dnce intravendz enjeksiyon yoluyla fazla
folik asit (100 pl iginde 100 pg) aldi. Hayvanlara, bir hava/oksijen

karisim icinde 1zofluran ile anestezi uygulandi. PET taramalan, 120-
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150 dak p.i."den alindi. Alim sonras1 PET verileri, kullanic1 tarafindan
tanimlanan zaman cercevelerinde yeniden yapilandinldi. PET ve
CT'nin birlestirilen veri setleri, PMOD (versiyon 3.2) yazilimi ile

analiz edildi.

Farelerin 1.5 - 90 dak p.1,, 3’-aza-2'—['8F]f10rofolik asit ve 60 - 150 dak
p.i. dinamik PET taramalar yapildi. ['*F]-2'3"-aza-folik asidin statik
PET taramalari tipik olarak 120 - 150 dak p.i. tarama suresi ile yapildi.
Ornek sonuglar, Sekil 6A/B ve 7'de gosterilir. Statik taban ¢izgisi
taramast (120 - 150 dak p.i.), KB timor ksenograftlarinda yitksek
(SUV 1.9) ve spesifik alim (%12.6=1.8 ID/g) gosterdi (Sekil 6A ve
7A). Hedef olmayan diger organlarda alm goz ardi edilebilirdi,
istisnalar, karaciger, bobrekler ve tukiiruk bezleri idi. Birlikte enjekte
edilen folik asit (120 - 150 dak p.i.) ile yapilan ¢alhismalar, timor
dokusunda ve bobreklerde azalan radyo-izleyici alimn gosterdi (Sekil

6B).

PBS (100 ul) i¢cinde pemetreksed (400 pg, radyo-izleyiciden 60
dakika ©nce) on enjeksiyonu, radyo-izleyicinin bobrek aliminda
azalma ve karacigerde birikmede ¢ok guglii bir azalma gosterirken

viksek tiimor alimn muhataza edildi (Sekil 7B).
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SEKILLERDEKI YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1A

A = 1.) dehidre edici ajan (orn. molekiler elekler veya Si(OEt),
2. NaBH(OACc),

AcOH ve/veya CH:CN

B = birlestirici reaktit madde

SEKIL 1B
C = 1.) dehidre edici ajan (drn. molekiler elekler veya Si(OEt),
2. NaBH(OAc),

SEKIL 1C
D = (X),= elektron ¢eken grup,n=1,2

SEKIL 2

E = yogunluk/mV

F = kalite kontrol

G = Zaman / dakika

H = insan plazmasi, 4 saat

| = fare mikrozomlar, 1 saat
I = insan glutatiyon, | saat

K = insan mikrozomlari, | saat

SEKIL 3
L =radyo

SEKIL 4
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M = kan, 5 dak, p.1.

N = kan, 30 dak, p.i.
O = timor, 30 dak, p.1.
P = idrar, 30 dak, p.1.

R = karaciger, 30 dak, p.1i.

SEKIL 5

S = Hiicre alim %’si
0.3mg protein bagina
T = saat

U = Inkitbasyon siiresi
V =Alm

Y = I¢sellestirme

Z = Bloklama

56
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