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Klinik Oncesi Radyoniiklid Goriintiileme

ve Tedavide Toksisite Calismalari

Toxicity Studies in Preclinical Radionuclide Imaging and
Treatment
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Klinik oncesi gortintiilemelerin en onemli parcalarindan
birisi toksisite calismalaridir. Bir radyofarmasotik maddenin
biyodagilimini ve toksik sonuclarini bilmek, verilen maddenin
dozunu belirlemek ve doz etkinlik, yan etki tahmini yapmak
ancak bu calismalarla mimkiin olmaktadir. Nikleer tip
pratiginde strekli yeni tirde radyoaktif madde dretimi
oldugu icin toksisite calismalari biiyiik onem tasimaktadir.
Radyoniiklid goriintiileme ve tedavilerin avantaji biyodagilm
calismasi ve hesaplama yapabilmemizdir. Bu sayede diger
ilaclar icin gerekli diger islem basamaklarinin bazilarinin (tek
tek organ doz hesaplamasi) bilgisayar ortaminda yapilmasi
toksisite calismalarinda kolaylik saglasa da yapilmasi gereken
toksisite calismalariyla ilgili bilgiler ve son yillarda yapilan bazi
ornek calismalar ve literatiir bilgileriyle birlikte bu makale
kapsaminda derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Radyontiklid goriintiileme, toksisite,
klinik 6ncesi

Abstract

The most important part of preclinical imaging is the toxicity
studies. The prediction of the toxicity and biodistribution of a
radiopharmaceutical and determination of the dose adverse
events requires these studies. Since there is production of
new kind of radiopharmaceuticals constantly in nuclear
medicine toxsicity studies are essential of this practice. The
most important advantage of the radionuclide imaging and
therapy modalities is that biodistribution and toxicity studies
are relatively easy. By this specialty and computer aided
analysis of the biodistribution of the radiopharmaceuticals (in
organ basis calculations) there are some steps of the toxicity
analysis might not be necessary contrary to other drugs. This
review includes the recent studies and example analysis and
literature summary about toxicity studies.
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Giris

Toksisite calismalarinin anlasilmasindan 6nce bu
konuyla ilgili bazi kavramlarin bilinmesi gereklidir.

Bunlardan birincisi calisma fazlaridir. Kabaca Faz 1
cahsmalari sinirli sayida kisiyi iceren kademeli doz artis
calismalari olup; Faz 2 calismalari da daha yiiksek sayida
gonulli tzerinde daha uzun sireli calismalari kapsar.
Faz 3 calismalari binlerce hasta ve gonulli katihmi
olan multisentrik calismalardir. Faz 4 ise ruhsatlanma

asamasindan sonraki calismalardir. Daha genis capli bir
glivenlik arastirmasi beklenmeyen saha yan etkilerinin
gozlendigi asamadir.

Anlasilmasi gereken diger kavramlar ise advers ilag
reaksiyonlari ki bunlar hastalarda ortaya cikabilecek
istenmeyen cevaplari kapsar ve ilacin kesilmesini,
hastanede tedavi edilmesi gerektiren etkilerdir.

Farmakovijilans ise ila¢c kullanimindaki yarar/zarar
dengesinin kurulmasive bu dengenin hastaicin en giivenli
aralikta tutulmasi icin yapilan calismalarin timudr (1).
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Bu derleme kapsaminda radyoniklid goriintiileme
ve tedavi anlaminda yapilan toksisite calismalarindan
bahsedecegiz.

Radyofarmasatiklerle ilgili Toksisite Calismalar

Akut Toksisite Calismalari: Bu calismalar yiiksek doz
riskinin belirlenmesi icin yapilir. “NOEL” olarak kisaltilan
“no observed effect level” yani hic etki goriilmeyen seviye
otopside tespit edilen mortalite, toksik semptomlar ve
lezyonlar belirlenerek karar verilir. Bu calismalar daha
once kullaniimakla birlikte glinimizde yerini uzatiimis
tek doz toksisite calismalar almistir. Farkh olarak
radyofarmasotikler icin yapilmayan bazi calismalar ise
sunlardir: subakut ve kronik toksisite calismalari (tek
veya birkac doz halinde verildigi icin), teratojenite (ireme
calismalari) (hamilelere verilmedigi icin), genotoksik
(mutajenik) calismalar (bir veya birka¢ doz verildigi icin),
karsinojenik calismalar (radyasyonun bilinen karsinojenik
etkisi dozimetri konusuyla birlikte degerlendirildigi icin).

Radyofarmasatiklerde tiim komponentler prekirsor
ve sonuc radyofarmasotik aktif icerik birlikte enjekte
edilir. Prekirsor madde (veya prekiirsor hidroliz Griin)
klinik oncesi calismalar icin kullaniimalidir. Bir karisikhk
durumunda  prekirsorin - farmakolojik  aktivitesi
(ornegin, reseptore afinite gibi) ve radyoisaretli bilesik
icin karsilastirma bilgisi gereklidir. Eger etkili saflastirma
gereken sayisallastirma calismalari yapilacaksa radyoaktif
bilesigin iceriklerine ayrilmasi gerekir. Bu HPLC ile
radyofarmasotigin aktif bilesenleri ayirilmasi islemini
icerir. Eger radyoaktif bir izotop yerine stabil bir izotopla
calisiliyorsa [flor-18 ("®F) yerine 'F] radyoaktif olanin
kullaniimasi gerekir. Uyarlanmis risk degeri ile ilgili olarak
(kanser riski <1/100000 yasam boyu) toksikolojik kaygi
esigi degeri olarak 1,5 mg/giin alim genotoksik saflik
icin kullantlir. <100 mg altinda radyofarmasotiklerin
satis ve insan klinik calismalari icin klinik disi giivenlik
cahsmalarinda ICH kilavuz M3 (R2) kullanilir. Tipik
olarak x100 kati doz otuz hayvanda (kemirgenler) ve her
cinsten 10 hayvanla ayni giin ve 14 giin sonra olacak
sekilde (hematolojik, klinik biyokimya ve histopatoloji)
cahismalarr icermelidir. Hayvan tirlerinde NOEL giivenlik
farmakolojik  calismalart  (insan  calismalarindaki
maksimal dozun x100 kati dozunda) onerilmektedir.
Proteinler gibi daha buyiik molekiillerde Amerikan
Gida ve ilag Dairesi (FDA) ¢alismalari <30 mmol sinirini
almaktadir. Radyofarmasotiklerde ayrica cok genis
biyodagilim calismasi da elde edilmektedir. Bu sayede
hedef organlar secilerek daha maliyetli olan genisletilmis

tim organlar iceren histopatolojik analizler yapilmasi
gerekmiyor. Peptitler, proteinler ve tedavi uygulamalari
icin radyofarmasotik formatinda 100 mg'dan fazla madde
uygulanmasi gerekebilir (2).

Tedavi calismalarinda verilis yolu ayni olmalidir (3,4).
Deney hayvanlari t¢ grup tedavi ve bir kontrol olmak
tizere ayrihirlar (10 hayvan/cinsiyet/doz kemirgenler
ve 3 hayvan/cinsiyet/doz kemirgen disi hayvanlar) ve
histopatolojik, klinik biyokimya ve hematolojik testler her
hayvanda uygulanir ve siire insandaki stireden daha uzun
olmalidir. En diistik NOEL diizeyi en hassas tir icin tespit
edilir ve insan icin risk degerlendirilmesi yapilr.

Ureme calismalarinda ii¢ tedavi bir kontrol kolunda
her cinsiyetten yirmi hayvan (erkekte ciftlesmeden 30
giin 6nce ve diside 14 glin 6nce ve 7 gtin sonra) kullanilir.
Erkekte tireme organlarinin histolojisi ve sperm analizi
yapilir.

Teratotoksisite ve embriyotoksisite calismalarinda da
bir kemirgen (rat) ve bir kemirgen disi (tavsan) yumurta
implantasyonu sonrasi organogenez arasinda (ratta 15-
17. ve tavsanda 18. giin) tedavi edilir. Malforme olanlarin
yamyamhgini onlemek icin dogumdan bir giin once
hayvanlar sakrifiye edilir. Fettisler herhangi bir eksternal
malformasyon ve yumusak doku ve iskelet sistemi
bakimindan muayene edilir. Perinatal ve postnatal
toksisite calismalari icin disi ratlar 7. glinden memelerinin
cikis gosterdigi dogumdan sonraki 21. giine kadar tedavi
edilir ki bu period organogenez, malrotasyon, dogum ve
laktasyonu icerir. Ayrica ikinci jenerasyonun uretimi de
incelenir.

Mutajenik potansiyel in vivo ve in vitro olarak toplam
en az Uc veya dort testle incelenir. Ames testi histidin
kusurlu mutant bakteri ve ters mutasyon yapan bir
mutajen ile degisik gen mutasyon ve baz tamir sorunlarini
ve frameshift mutasyonlarini gosterir ki test yapilmasi hizli
olmakla birlikte prokaryotlardan insana uyarlanmasi ve
degerlendirilmesi zordur.

Diger test ise memeli hiicre kilturudir. Genelde
fare lenfoma hiicreleri kullanilir ve bir mutajenik ajanla
timidin kinaz lokusunda indiiklenen triflor timidin
toksisitesine mutant hiicre direnci olusur. Bir alternatif
test ise metafaz analizinde kromozomal aberasyon
olusturularak mikroskobik gozlem ile kromozomlarin
tedavi sonrasi sayilmasi ve yapisinin incelenmesidir.

Bir in vivo test de yapilmalidir. Kemik iligi hedef
organ olup rat veya fareler kullanilir. Kromozomal
aberasyonlarin indiksiyonu ya metafaz analizi veya
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mikrontikleus arastirmasi ile polikromatik eritrositlerde
yapihr. Stiphe varliginda ek panel tamamlayici calismalar
da yapiimalidir,

Her karsinojen bir mutajen olmadigi icin insanda uzun
stireli tedavi planlandiginda (>3-6 ay) veya mutajenite
cahsmalari pozitif veya kuskulu oldugunda tim kisa
calismalarda yapilmahdir. iki tiir kullanihr. Rat ve fareye
2 yil boyunca tedavi verilir. Kontrol ve tedavi grubunda
timaor insidansi histopatolojik olarak arastirilir (3,5).

Daha genis gruplarda (her cinsten >50) sex calismasi
yapilir ve her tir icin >500 hayvan kullanihr ki bu
cahismalar pahali ve zaman alicidir (3,6).

Lokal tolerans testi ilac standart disi bir yolla
verildiginde (oral yerine dermal intravenoz gibi) tavsan
veya kopek tercih edilerek insanda uygulanmasi planlanan
yolla verilerek ornegin intravenoz yol tercih edilecekse
perivenoz ve intraarterial olarak uygulamalari da iceren
testler yapiimahidir (3,7).

Yeni bir yonteme bagli safsizlik veya daha once
goriilmeyen parcalanma diriinlerinin olusmasidurumunda
da 1-3 ayhk toksisite testleri ve iki in vitro mutajenite testi
yapilmasi gerekir (3,8).

Hamilelik veya laktasyonda hichir test yapiimamalidir.
Kadinlarin maruz kalma durumu disinda segment 2
veya 3 perinatal ve postnatal toksisite calismalari gerekli
degildir.

Temel biyoulasilirlik ve dagilimdir. ilag over veya testis
dokusunda vyiiksek birikim gosterecekse isaretlenmis
molekiliin test edilmesi gereklidir.

Genellikle testler isaretlenmemis molekiilde yapihir
ama uzun yari dmir durumunda isaretlenmis molekilde
test yapilmasi gerekir.

Daha once kullanilmamis bilesiklerde radyoaktivitenin
mutajenitesi in vitro testlerle arastiriimalidir.

Radyontiklid tedavilerde vektor olarak selator
kullanildiginda ve hastada kullaniminda yiksek dozlara
ulasilacaksaakuttoksisite calismalariyapilmalidir. Subakut
ve kronik toksisite calismalari isaretlenmemis bilesikte
mutlaka yapilmali ancak isaretlenmis bilesikte olgu bazh
degerlendirilmelidir. Bu calismalarda esas olan insandaki
kullanimindaki suire ve tedavi planidir ve isaretleyici ile
iliskili organa 0zgul toksisiteyi degerlendirilir.

insanda beklenen yasam siiresinin cok kisa olmasi
hali disinda ylksek doz tedavi calismalarinda mutajenite
cahsmalar cok o©nemlidir, cunki genotoksik veya
karsinojenik risk kabul edilemez. Tim test paneli
uygulanmali ve insan lenfoma hiticre kiltiiriinde in vitro

radyasyonun klastojenik aktivitesi degerlendirilmelidir.
Lokal tolerans testi de ayrica onemlidir. Clinkli antikanser
ilaclarin - olusturdugu lokal toksisite ile birlesince
problemlerin artmasina neden olabilir.

Safsizlik radyofarmasotiklerde sentez sirasinda veya
parcalanma urinleri ile olur. Bu safsizlik isaretlenmemis
bilesikte yapiimali ve insana verilmesi planlandiginda
toksikolojik karakteri dokiimente edilmelidir.
Radyofarmasatik safsizliklari radyoliz nedeniyle olabilir ve
bu durumda radyolitik parcalanma driinlerinin toksisitesi
durumu ve korunma siresini ortaya koymak icin
gosterilmelidir. Eksternal radyasyon kullanilarak radyolitik
bozunma drinleri tretilir ve sayisal olarak isaretlenmis
bilesikteki gibi olup olmadiklari en azindan sayisal
olarak kontrol edilmelidir. Hem intakt hem parcalanmis
kimyasallarda akut ve subakut toksisite testleri tam panel
mutajenite testi ile mutajenik potansiyel ve karsinojenik
risk ortaya konulmalidir. Bir givenlik faktori NOEL
insanda belirlenerek molekiliun litik kinetikleri ortaya
konur ve bozunum safsizliklarinin ortaya ¢ikmamasi icin
bir raf omri bulunabilir. Faz 1 calismalarinda sadece
akut ve subakut calismalar ve en az iki mutajenite testi
(genellikle ames) ve bir de kromozomal mutasyon olmak
tizere in vitro metafaz analizi veya in vivo mikrontkleus
analizi yapilir (9). Faz 2 ve 3 klinik calismalarda tim klinik
oncesi calismalar gereklidir.

Hedeflenmis radyoniiklid tedavide (TRT) klinik oncesi
radyobiyolojik calismalar hiz kazanmistir (10,11,12). Her
ne kadar eksternal radyasyoterapinin etkileri iyi bilinse
de TRT icin farkli faktorler tanmimlanmistir. Bunlarin
arasinda biyolojik sonuclar, radyoniiklid emisyonu, hedef
vektorler ve ekspresyon-lokalizasyonlari nedeniyle farkli
doz araliklari sayilabilir. Tanim olarak kanser hiicreleri
gibi spesifik hiicreleri hedefleyip parcalayan radyoaktif
maddelerle sistemik tedavidir. Doz ya verilen aktivite ya
da absorbe edilen radyasyon dozu olarak ifade edilir ki
her tnite basina iyonizan radyasyondan etkilenen enerji
olarakifade edilen radyasyon absorbe edilen doz (Gy) birim
olarak tercih edilmelidir. TRT kimyasal kimlik, tasiyici
vektor ozellikleri ve kimyasal ve radyokimyasal bilgilerine
sahip olmalidir. Metodolojik parametreler dogru ifade
edilmeli ve tedavi etkinligi ve biyolojik sonuclarin
actklanmasi icin testler dahil edilmelidir. Klonojenik
test altin standart olup tiim in vitro tedavi calismalarina
mumkin oldugunca eklenmelidir (13). Bu test bir hiicrenin
yediden fazla bolimde yer alabilmesini degerlendirip
TRT icin genellikle plantasyon oncesi (isimadan once)
ve sonrasl olabilir. In vivo calismada ise tim bulgular
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kilo kaybi, iyi hal, ideal organ fonksiyonlari (6rnegin,
karaciger, bobrek ve kemik iligi) incelenir ve potansiyel
toksisite ve tolerabilite yoniinden degerlendirilir. Mimkiin
oldugunca dozimetri hesaplari ve gortintiileme bilgileri ve
biyodagilim calismalari yapiimalidir. Boylece tedavi plani
daha dogru yapilir ve toksisite minimalize edilir.

Bu kisma kadar toksisite ile ilgili kavramlari inceledik
ve bundan sonraki kisimda son vyillarda yapilan
radyofarmasotik toksisite calismalarina ornekler verecegiz.

Ornek 1: Gastrik adenokarsinomlarda ®Zr-Zr DFO-
NY005 isimli immuno-PET ajani bir klinik oncesi ve on
calisma ile degerlendirilmis, Claudin 18.2 hedefli bu
yontem hem ksenogreft modelinde farede hem hastalarda
kanser hucrelerinde yeterli tutulum ve stabilite degerleri
sergilemis ve tedavi ile de etkinligi gosterilmistir (14). Ayni
calismada oncelikle karaciger ve dalak ve bobrekte dagilim
blokaj ile baskilanmis ve toksisite calismalari sonucunda
hicbir denekte yan etki veya klinik farmakolojik etki
gozlenmemistir.

Ornek 2: Tedaviicin kullandigimizdiger bir madde olan
prostat spesifik membran antijeni (PSMA) icin gelistirme
cahismalart kapsaminda b3 aminoasid manipilasyonlu
daha etkin ve givenilir yeni bir hedeflenmis ligand
olusturulmustur (15). Klinik oncesi calismalarla ®Ga-PSMA-
HK4 isimli bu ajanin daha yiiksek etkinlik gosterdigi ve ilk
insan calismasinda da daha duisuik tikdrik bezi tutulumu
gosterdigi kanitlanmistir (16). Ayrica diger bilesiklere gore
en yiksek timor bobrek orani saglanmistir.

Ornek 3: Diger bir klinik oncesi calismada ise
prostat kanserinde PSMA tutulumunun artirilmasi icin
ultrasonografi ile yeni bir yaklasim gelistirilmistir. Bu
yontem ilac tutulumunu artirmis ve doku hasari icin
alinmasi gereken onlemlerin azaltilmasini saglamistir (17).
Bu yontemde gaz doldurulmus mikrobalonlar ultrasonun
permeabilitesi ile kombine edilmektedir. ®F-PSMA-1007
ajaninin dokulardaki dagilimi etkilenmezken yontem
guvenilir ve agrisizdir (18).

Ornek 4: Diger bir ajan CDH3 hedefli yeni bir
teronostik modeli olup; bu c¢alismada gelistirilen ®Zr-
Zr DFO-11E10C11 ve "Lu-Lu DOTA-11E10C11 triple
negatif meme kanserinde timor blylimesini belirgin
baskilamis, ayni zamanda hematolojik toksisite ve
normal organlarda doku hasari olusturmamistir (19). Bu
calismada ayrica tedavi grubu 155 gtinliik %100 sag kalim
orani gostermis ve farelerde 11E10C11 monoklonal tedavi
etkinligi gosterilmis olup; organlarda patolojik bulgu
izlenmemistir, hematolojik parametreler normal aralikta
seyretmistir.

Ornek 5: Bir baska calismada kiitle sitometrisi
(Cy TOF) yonteminin hiicre diizeyinde non-radyoaktif
farmasotiklerin -~ tutulumu  arastinlmis  ve  CD30
hedefli (lenfomada artis gosteren bir reseptor) bir
immiunokonjugat olan ve tedavi amaciyla kullanilan '’Lu-
Lu DOTA-cAC10 veya 'Lu-Lu DOTA-cAC10 ile alternatif bir
biyodagilhim calismasi elde edilmistir (20,21,22).

Ornek 6: Tedavi alaninda bir baska umut vaat edici
radyofarmasotik olan %Ga-Ga FAPI-04’ln bir alternatifi
olan DOTAGA.Glu.(FAPI), sitogenetik timor modelinde
test edilmis; molar doz optimizasyonu ile karaciger
aktimulasyonu azaltilmis ve "Lu bilesigi ile farede
tedavi etkinligi saglanmakla birlikte sistemik toksisite
olusmamistir (23). Klinik olmayan toksikoloji ¢alismalari
iyi laboratuar calismasi ile uyumlu ortamlarda yapiimal
ve klinik faz calismalar icin baslangic dozu NOEL ile
degerlendirilmelidir (24). Calismalar tiim gruplarda 2.
ve 14. giini kapsamalidir (25). Ayrica klinik dozun 1000
kati doz kullanilmahdir. ikinci bir yaklasimda da yedi
giin boyunca siiren tekrarli toksisite calismalari olabilir
(24). FDA'nin radyofarmasotikler icin yaymladigr kilavuza
gore uzatilmis tek doz toksisite protokoliine gore 14
glin boyunca vicut agirhgl, nekropsi, klinik bulgular,
biyokimyasal, hematolojik ve histopatolojik testleri
icermelidir (26).

Sonuc

Sonucta klinik oncesi  calismalarin en 6nemli
kisimlarindan birisi toksisite calismalari olup bu calismalar
bizim basarili sekilde klinik gecisimizi (translasyon)
saglamaktadir.

Dipnotlar
Cikar Catismasi: Yazar tarafindan c¢ikar catismasi
bildirilmemistir,
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