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ÖZET 

Tıpta yeni bir radyodiyagnostik ajan elde 
edilebilirliğini araştırmak amacıyla bir ön çalış
ma olarak, değişik oran ve koşullarda hazırlanan 
N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay komplekslerinin 
reaksiyon denge sabitleri incelenmiştir. Deney 
sonuçlarından, iki ayn denge basamağı belirlen
miş olup, bunlardan birinin bir geçiş basamağı 
oluşturduğu, asıl reaksiyon olan diğerinin 
denge sabitinin ise p^A — 8.3 — 7.5 dolaylarında 
değiştiği belirlenmiştir. 

Bu kompleksin, çeşitli çözücü sistemler
le, ince tabaka kromatografisi yöntemiyle in
celenmesinden, en uygun çözücü sistemin % 10 
CH3COONH4 (amonyum asetat) ve saf CH3OH 
(metil alkol)'un 2/1 oranındaki karışımı olduğu 
belirlenmiştir. Ayrıca, bu kompleksin Tc-99m 
radyoizotopu ile işaretli bileşiğinin otoradyo
grafik yöntemle incelenmesinde en uygun banyo 
sisteminin 8/3 oranında hazırlanmış olan Asetil 
Nitrit/N-Propanol ve Asetonitril/Etanol sistemleri 
olduğu belirlenmiştir. 

Anahtar kelimeler: Tc-99m, N-Mctu-D-Pcnisüajmin 
(NADP), ince Tabaka Kromatografisi (İTK), 
Otoradyografik analı/ 
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SUMMARY 

In this study, in order to investigate for be
ing obtained if any new rediodiagnostic agent in 
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
ferent reaction stability constants. While one of 
them existed as a temporary step but the 
other one seem as main stability constant in the 
reaction, they were observed between the values 
ofpkA 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 CH3OH 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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Bu çalışmada kullanılan N-Asetil-D-PenisilamİR 
bileşiği, sülfıdril içeren 3-Merkapto Valin veya B-B-di-
metil şistinin D-izomeri olan D-Penisilamin'in amin 
grubunda azot atomuna asetil grubu bağlanmış izo
meridir: 
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Molekül yapısında sülfidril grubu içeren N-Aseti l-Ami-
no asitlerden olan N-Asetil-D-Penisilamin, penisilinin 
basit bir türevi olup, sentetik olarak üretilebilir (1). 
Stereoizomerlerin bu D-tipleri, doğal olarak bulunabi
len en az zehirli bileşiklerdendir. Kuvvetli çelat yapı
cı bir özelliğe sahiptir. Wilson hastalığı (hepatolenti
cular degeneration), sistinüri ve metal zehirlenmelerin
de, b a k ı m ı vücut tan atılması amacıyla kullanılmakla
dır (2). 

Başlıca kolon kromatografisi, ince tabaka kroma-
tografisi, kağıt kromatografısi , elektroforez, jel filtras-
yon , otoradyografi gibi değişik analiz yöntemleri bu 
komplekslerin incelenmesinde uygulanabilir (3, 4, 5, 
6). Bu ça l ı şmada ise ince tabaka kromatografısi kulla
nılarak N - A seti 1 - D - P e n is ila mi n + Kalay Kompleksleri 
ve bu komplekslerin Tc-99m radyoizotopi ile etiket
lenmiş bileşikleri incelenmişt ir (3, 6, 7, 8). Çalışmayı 
üç bölüm alt ında toplayabiliriz: 

1. N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay kompleksi 
o l u ş u m u n d a reaksiyon denge sabitlerinin belirlenme
si, 

2. Çeşitli oranlarda hazırlanan çözücü sistem
lerde N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay kompleksinin 
ince tabaka kromatografısi yöntemiyle incelenmesi, 

3. N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay kompleksi
nin Tc-99m radyoizotopi ile bağlanmasının otorad
yografık yöntemle çeşitl i çözücü sistemlerde izlenme
si. 

M E T O D V E S O N U Ç L A R 

Reaksiyon denge sabitlerinin belirlenmesinde 
kullanılmak üzere, bir distile su ile 50 mg/ml N-Ase
til-D-Penisilamin ve 0.01 N ve 1.0 N H C i ile de 
225.8 mg/3.9 ml ve 1 mg/ml l ik konsantrasyonlarda 
S n C L * 2 H 2 0 stok çözeltileri hazırlanmıştır . Bunlar
la hazırlanan çeşitl i oranlardaki karışım çözeltilerin
den alman numuneler, 2.0, 2.5 ve 1.0 N N a O H çö-
zeltileriyle titre edilmişlerdir (9). Karışımların başlan
gıç pH değerler inden çıkılarak, titrasyonda harcanan 
N a O H miktarlarına karş ı ölçülen pH değerleriyle tit-
rasyon eğrileri elde edilmişt ir (Şeki l 1-3). Böylece 
reaksiyonda var olabilecek denge basamaklarının 
belirlenmesi sağlanmışt ır (Tablo 1). 

İnce tabaka kromatografısi için 2.5 x 10 cm 
ebadında hazırlanan 1112 (silika jel) ve IB2-F (flo-
rasan) cinsi olmak üzere ik i farklı ince tabaka kroma-
tografi şeridi kullanılmıştır . 50 mg/ml N-Asetil-D-
Penisilamin ve 1 mg/ml SrıCİ2 2H2O stok çözelti-
leriyle çeşitl i oranlarda hazırlanan karışım çözelti
lerinden ince uçlu damlalıklarla şeridin alt ucundan 
1 cm mesafeye damlat ı lmışt ı r . Şer i t hava ile kurutul
duktan sonra, değişik oranlarda amonyum asetat 
ve metil alkol içeren sistemlerde ayırıma bırakılmış
tır. Daha sonra alman şeri t ler tekrar kurutulup, 
ayrılan fazlamı görünürlüğünü sağlamak amacıyla, 

üzerlerine % 0.5 ve % l ' l i k Nmhidrin ve di fenil 
karbazid çözeltileri püskürtülmüştür. Çözücü sis
tem ve reaktif karışını oranlarına göre belirlenen 
Rf değerleri Tablo-2 'de verilmektedir (8). 

Otoradyografık metotla Tc-99ın radyoizoto
pu yla N- Asetil-D-Penisilamin+Kalay kompleksinin 
bağlanmasının incelenmesinde 50 mg/ml N-Aseti l-
D-Penisilamin ve 1 mg/ml S11CI2.2H2O çözel t i ler in
den çeşit l i oranlarda karışımlar hazır lanarak, jenera
törden % 0.9 NaCl çözeltisi ile sağılan 1 mCi ' l ik 
(99mTc) perteknetat çözeltisine ek lenmiş t i r (6, 8, 
10, 11). Karışım çözeltisi bir manyetik karışt ır ıcı ile 
iyice karışt ı r ı ldıktan sonra ince tabaka kromatograf ıs i 
yöntemiyle otoradyografık olarak Rf değerleri 
tayin edilmiştir . Böylece deney şart lar ında en uygun 
çözücü sistemin araştırılması ve en yüksek bağ lanma 
oranının elde edildiği koşu l l an tespit etmek amacıyla 
yapılan denemelerden elde edilen veriler Tablo 3'de 
verilmektedir. 

T A R T I Ş M A 

Şekil 1-3 incelemesinden anlaşılacağı gibi titras-
yoniarm çoğun luğunda ik i ayrı denge basamağı göz
lenmektedir. Bunlara ait reaksiyon denge sabiti değer
leri Tablo-T de p k A l ve p k A 2 olarak verilmektedir. 
Bu değerlerden birisinin diğeri ile mukayesesinde 
bir geçiş basamağı teşkil e t t iği , esas olarak kabul 
edilen reaksiyon denge sabiti değerinin ise p k A = 
6.3 — 7.5 arasında benzer değişimler gösterdiği görül
mektedir. 

Tablo-2'de belirtilen Rf değerlerinin incelen
mesinden anlaşılacağı gibi N-Asetil-D-Penisilanıin+ 
Kalay kompleksinin ince tabaka kromatografısi 
metoduyla belirlenmesinde en uygun banyo sistemi
nin çeşitl i oranlarda denenen % 10 AcONILj . ve saf 
MeOH'un 2:1 oranındaki karış ımı olduğu ve kıyas
lanan her ik i tip IB2 ve IB2-F ince tabaka plakaları 
nın da bu işlemlerde birbirlerinden farklı özellik 
göstermedikleri anlaşılmıştır . 

Radyokromatografik metotla elde edilen Rf de
ğerlerinin Tablo-3 incelenmesi şu bulgularla değer
lendirilebilir: 

1. Radyokromatografik ayırmayla, karışım reaksi
yonu sonucu, ortamda üç farklı Rf değeriyle üç 
tip bileşiğin varlığı belir lenmiştir : 

a ) 99mTc-Sn-N-Asetil-D-Penisilamin kompleksi ; 
R f = 0.7 - 0.8 

b) 99niTc 04 (perteknetat) yapısındaki (+7) 
değerlikli, reaksiyona girmemiş serbest (bağ
lanmamış) teknesyum; Rf = 1.0 

e) 99m'fc02 yapısında (+4) değerlikli , ortam-
daki reaksiyon fazlası kalay iyonları tarafın
dan indirgenerek kolloidal hale geçmiş (in
dirgenmiş) teknesyum; Rf ----- 0 

222 
T ü r k i y e K l i n i k l e r i f ı p B i l i m l e r i A R A Ş T I R M A D e r g i s i C . 3 , S 3 , İ 9 6 5 

T u r k ı s l ı j o u r n a l o t R E S E A R C H i n M e d i c a l S c i e n c e s V . . 3 . N . 3 . 1 9 8 S 



T c + S n - N A D P a ı « ı ı n r n a > ı n d > R u k t l y o n Denge Sabitlerinin I ncelemmesl /AKSüT, A K S Ü T , S A K I K A Y A 

2. Perteknetat (99 ı»Tc04) halinde jenera törden sa
ğılan tekııesyum çözeltisinin, ortamda kalay 
iyonları olmaksızın, yalnızca N-Aseti l Amino 
Asi t bileşiği ile herhangi bir kompleks oluştur
madığı ve bütün çözücülerde 9 9 m T e ( J 4 çözeltisi 
gibi davrandığı , aynı Rf değerinin elde edilme
siyle anlaşılmıştır . 

3. 99nıTcÜ4 çözeltisinin SiiCl2.2H.20 çözeltîsiyle 
kar ış ımında, ortamda mevcut bütün teknesyu-
munun, kalay iyonları ile (+7) !den (+4) değer
liğe indirgenip 99mTcQ2 yapısındaki kolloidal 
teknesyumu o luş tu rduğu saptanmışt ı r 

Yine Tabloların incelenmesinden anlaşılacağı 
gibi, 50 mg/ml N-Asetil-D-Penisilamin ve 1 mg/ml 
Sııt;İ2.211^0 ana çözeltilerinin 1:1 oranındaki karışı
mının 1 mCi ' l ik 99mxc04 çözeltisiyle en yüksek 
oranda bağlanma yapt ığı , bunun radyokromatograf ık 
metotla tesbitinde ise en uygun banyo sisteminin 

8:3 oranında hazırlanmış olan A C N : N-Prop ve 
A C O N : e tOH karışımları o lduğu gözlenmiştir . Bu 
şartlarda karışım or tamında , reaksiyon sonucu olu
şan 3 değişik bileşiğin en belirgin ay ın ım gerçekleş
mişt ir . Burada 
serbest tekı ıesyum (99mv e o 4 ) için Rf = 1.0 - 0.9, 

kolloidal teknesyum 9 9 ' " T c 0 2 için Rf = 0, 
99mTc-Sn-N-Asetiî D-Penîsilamin kompleksi için de 
Rf = 0.7 değerleri belirlenmiştir . 

Bu çal ışmamızda in-vitro yöntemler le elde etti
ğimiz bulguların, kl inik bir değere haiz olması, Nük
leer Tıpda kullanım sahası bulabilmesi ve hangi organ 
için spesifik o lduğunun tesbiti yönünden in-vivo ola
rak, hayvan çalışmalarıyla desteklenmesi, ikinci l bir 
adım olarak gerekmektedir. Bu nedenle, çal ışmamızın 
orijinal amacına ulaşabilmesi yönünden optimal şart
larda elde et t iğimiz bu yeni radyodiagnostik ajanın, 
in-vivo olarak elde edilen sonuçlara göre Nükleer Tıp 
alanında kullanımını sağlamalıyız. 

Tablo - I 
Değişik O r a n ve Koşullarda, N-Asetil-D-Penisîlarnirı + Kalay Kompleksleri İçin Reaksiyon Denge Sabitleri 
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Tablo - II 
Değişik Oranlarda Hazırlanan N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay Komplekslerinin İnce Tabaka Kromatografisi 

Yöntemiyle İncelenmesinde Çeşitli Çözücü Sistemlerin Denenmesi 

Deney Çözücü Çözücü Sistemin İnce Tabaka Püskürtülen 
Sayısı Sistemler Kar ış ım Oranı Kromatografisi Reaktif 

(N-Ast til-Ü-Penisilamm/Kalay) Karış ımı 
Oranlarına Göre Belirlenen Rf Değerleri 

T ip i 
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Tablo - III 
99mj c ' i n Çeşitli Oranlardaki N-Asetil-D-Penisilamin + Kalay Kompleksi İle Bağlanmasının 

Radyokromatografik Yöntemle İncelenmesinde En Uygun Çözücü Sistemin Araştırılması 

Deney Çözücü Sistem Çözücü Karışım 9 9 m x c İle Bağlanan Çeşitli Oranlardaki N-Asetil-D-Penisilamin-
Sayısı Oranı Kalay Kompleksleri İçin Belirlenen Rf Değerleri 
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Şeki l -1 .50 mg/ml N-Asetil-D-Penisilamin + 0.2 mg/ml Şckil-2. 50 mg/ml N-Asetil-D-Pcnisilamin + SnCİ2<21İ20 
S n C l 2 . 2 H 2 0 (0.01 N IIC. l i lc) 1:0,5 Oranındaki |225.6 mg/7.8 ml (3.9 ml su + 3.9 ml 1.0 N HC1)| 
Karışım Çözeltisinin 1.0 N NaOH Çözeltisi ile 1:1 Oranındaki Karışım Çözeltisinin 2.0 N NaOH 
Titrasyon Eğrisi. Çözeltisi ile Titrasyon Eğrisi. 
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