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1. Bevezetés

A Pozitron Emisszios Tomografia (PET) a nuklearis medicina
eszkoztaranak egyik legfontosabb eleme, jelentdsége az orvostudomany
szamos terliletén, kiilonosképpen az onkologiai diagnosztikdban
tagadhatatlan.

Napjainkban a PET vizsgalatok dontd tobbségét egyetlen
farmakonnal, a ‘*F-Fluoro-dezoxi-gliikozzal (*°F-FDG) végzik. A '°F-
FDG szervezetben torténd disztribucidja soran a gliikoz transzportjaval
megegyez6 mechanizmussal 1ép be a sejtekbe, majd intracellularisan
egy hexokinaz foszforilalja FDG-6-foszfatta. Ezt kovet6en, amennyiben
a vonatkozo szovet gliikoz-6-foszfataz enzim koncentracio alacsony
(agy, myocardium, legtobb malignus sejt) a szovet szénhidrat-
anyagcseréjével  ardnyos mennyiségben  halmozoédik, tovabbi
enzimatikus kolcsonhatasba nem 1ép; azon szovetekben, ahol pedig
gliikoz-6-foszfataz enzim tartalom kimutathatd, a halmozas mértéke
csokkent. A megoszlas és metabolizacidé mechanizmusabol lathatd, hogy
a “F-FDG metabolikus tracer, mely szamos szovetben fiziologids
koriilmények kozott, illetve szamos patoldgias folyamatban (tumorok,
gyulladasos folyamatok) jelent6s halmozast mutat, mely a PET-
leképezés soran jelentds hattér-aktivitishoz €s a kimutatni kivant
folyamatra vonatkozdan bizonyos esetekben alacsony specificitashoz,
fals pozitiv és fals negativ eredményekhez vezethet.

A személyre szabott gyogyaszattal kapcsolatos igény
megsziiletésével, a PET széleskori elterjedésével és az *F-FDG-PET
ismeretanyaganak boviilésével katalizalodtak azok a kutatasok, melyek

a F-FDG-nél specifikusabb, targetalt PET-radiofarmakonok
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kifejlesztésével foglalkoznak. Ezt a folyamatot a nuklearis medicinaban
a molekularis képalkotas és célzott radioterapia kombinaciojanak igénye
— azonos molekularis célpontot elérd, de mas izotopokkal jelzett
teragnosztikus  kezelések tovabb erdsitik. Erre példaként a
neuroendokrin tumorok (NET) emlithetéek, melyek jellemzSen a *°F-
FDG-t kevéssé halmozo, lassan novekvé tumorok, azonban
szomatosztatin-receptor-expresszidjuknak koszonhetden
diagnosztikajukat (*"In-DTPA-Oktreotid-SPECT, %Ga-
DOTATOC/TATE-PET) és terapiajukat (°Yttrium-
DOTATOC/DOTATATE, illetve ""Lutécium-DOTATOC/
DOTATATE/DOTANOC) is radioaktivan jelolt szomatosztatin-
analdgokkal végzik, ahogyan az lathato kiilonboz6 radiofémekkel.

Mint pozitron-forras radiofém-izotop, a gallium 68-as
tomegszamu radionuklidja, mely a ®Ga-DOTATOC/TATE jel5l6
izotdpjaként mar az emlitett klinikai relevanciaval bir, egyre nagyobb
érdeklédésre tart szamot a PET-hez kapcsolodo kutatasokban. A Ga-68
67,7 perces felezési idejével kivaléan alkalmas gyors disztribcidji
peptidek, fehérjék in vivo leképezésére, igy specifikus, targetalt
radiofarmakonok szintézisére. Mindemellett azonban a %Ga-jelslt
radiofarmakonok megfeleld eldallitaisa érdekében, a teriilethez
kapcsolodo, alkalmazott radiokémia egyik legfontosabb feladatava valt
) ®Ga-kelatorok szintézise és jellemzése, illetve a °°Ga-PET-hez

alkalmazhato biologiai vektorok feltérképezése.



2. Célkitiizések

A Ga-68 a PET képalkotasi technika legfontosabb radiofém-
izotopjava valt az elmuilt évtizedekben. Kedvezo fizikai tulajdonsagai
(89% PB*; ty, = 67,7 min; Egx(B") = 740 keV) és — a mas, klasszikus
pozitron-sugarzé izotopok (*°F, 'C) alkalmazisihoz sziikséges
ciklotron-telepitési koltségekhez képest — olcso elérhetésége ®Ge/**Ga-
generatorokon keresztiil alkalmassa teszi 0j tipusu — a jovoben akar kit
alapon is — a vizsgalohelyen -eldallitott PET-radiogyogyszerek
bevezetésére. Ehhez azonban elézetesen sziikséges a kifejlesztendd
%Ga-jelolt radiogyogyszerek gondos megtervezése, megfeleléen
optimalizalt szintézise ¢és jol koriljart preklinikai tesztelése.
Kutatomunkank soran ezekhez a folyamatokhoz szerettiink volna
hozzajarulni, igy vizsgalatainkkal két fontosabb teriilet tovabbi
felderitését céloztuk:

o ®Ga-jelolésre alkalmas kelator molekulak tesztelése, a jeldlési
koriilmények optimalizalasa hatékony radioszintézisek
megvalositasahoz.

e %Ga-jelolt kelator-biologiai vektor konjugatumok eléallitasa
preklinikai teszteléshez

Ezen célokat szem el6tt tartva a kisérletes munkat harom
fontosabb projekt keretein beliil végeztiik:

Projekt 1: Ga-68 jelolésekhez hasznalt kelatorok vizsgalata

tradicionalis, manualis jel6lési metodikaval; az 1,4,7-triazaciklononan



vazas NOTA, NOPA, NO2AP és NOPO rendszerek 0Osszehasonlito
radioanalitikai vizsgalata.

Projekt 2: A Ga-68 jelolések tanulmanyozasahoz hasznalt manualis
jelolési metodika mellett alternativ, mikrofluidikai jel6lési modszer
fejlesztése.

Projekt 3: A Ga-68 jelolések alkalmazasa bioldgiai rendszerekben
torténd leképezéshez, melyhez bioldgiai vektorként a ciklikus NGR
peptidet, bifunkcionalis kelatorként a NOTA-kelatort valasztottuk,
illetve PET-leképezésre valo alkalmassagat a jelolt ®*Ga-NODAGA-
[c(RGD),] radiofarmakonnal Gsszehasonlitva tanulmanyoztuk. Az
NGR-peptid altal targetalt makromolekula, az aminopeptidaz N-, illetve
az RGD-peptid altal targetalt integrin-receptor megndvekedett méretii
expresszioja a tumorok kornyezetében zajlé angiogenezisre jellemzo

folyamat, és tudomanyosan bebizonyitott.



3. Anyagok és Modszerek

3.1 Foszfin- és karboxil-csoportokkal eltéréen szubsztitudlt TACN-
vazas kelatorok %Ga-jelélési sajatsagainak osszehasonlito
vizsgalata
Els6 kisérletsorozatunkat a szakirodalomban elérheté manualis

jelolési protokollok szerint végeztiik annak érdekében, hogy kozvetlen
szerkezet-jelolési hatékonysag Osszefiiggéseket tarjunk fel 1,4,7-
triazaciklononan (TACN) alapu kelatorok korében. Valasztasunk azért
erre a vegyiiletcsaladra esett, mert a nyilt lanci Ga-komplexképzokkel
szemben elényOsebb stabilitasi sajatsagokkal rendelkeznek, illetve
kooperacioés partnereink legujabb eredményei alapjan harom metilén-
foszfin-csoport N-szubsztitucidja a gylrire felerfsiti a molekula
affinitasat *®Ga-mal valo kelatképzésre (un. TRAP-tipust kelator —
Triazacyclonane Phosphinic Acid). Ezen hatas tovabbi tanulmanyozasa
érdekében az irodalombol mar ismeretes, harom metilén-karboxil
szubsztituenssel rendelkezé NOTA kelatorral valo 6sszehasonlitasban a
karboxil és foszfin csoport-tartalmit  oldallancokkal eltéréen
szubsztitualt, ,,vegyes” kelatorok (NOPA, NO2AP) és a harom foszfin-
csoporttal rendelkez6 NOPO 0sszehasonlito vizsgalatat kezdtiik meg.
Vizsgalatainkat egy iThemba tipusti *Ge/**Ga-generator 1M
aktivitaskoncentracidval rendelkezo 1,25 ml-es frakci¢jat 0,8 ml 2,7 M
HEPES-oldattal puffereltik pH 3,0-ra. Ebbdl az oldatbol 90 pl-es

frakciokat pipettaztunk elézetesen elokészitett 10 pl ligand-oldathoz. A
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kész reakcidelegyeket 25, ill. 95°C-on tartottunk 5 percig, majd a kész
elegybol mintat véve a radiokémiai tisztasagot vékonyréteg-
kromatografias modszerrel kovettiik; allofazis: szilikdval impregnalt
papir (Varian Inc), mozgofazis: 1M NH;OAc:MeOH/1:1. A
megfuttatott papirokat TLC-szkennerrel (MiniGITA Star, Raytest)

olvastattuk be és elemeztiik.

3.2  ®Ga-keldtorok komplexképzési reakciéinak — mikrofluidikai
optimalizaldsa

Tovabbi kisérleteink soran egy olyan jelolési metodika
kifejlesztésébe kezdtiink, amely az eddig ismert kézi jelolési
modszerekkel szemben %Ga-kelatorok hatékonyabb és  gyorsabb
karakterizalasat teszi lehetévé. Célul tiiztiik ki egy olyan mikrofluidikai
mérésekre alkalmas rendszer 0Osszedllitdsat ¢és tesztelését, amely
automatizaltan és a mikrofluid rendszerek sajatsagaihoz illeszkedden
rendkiviil kis folyadékmennyiségek hasznalatdval, ill. hordozo
hozzdadasa nélkiil alkalmas *®Ga-mal végzett komplexképzési reakciok
végrehajtisara és analizisére; ezaltal képes a ®Ga-kelator jeldlési
paramétereinek optimalizalasara.

Az 1j rendszer Osszehasonlitasat a manualis jelolésekkel az
irodalombol mar ismert NOTA és NOPO kelatorokkal végeztik, a
rendszerrel gyors multiparametrikus reakcio-optimalizalas — valt
lehetségessé, amelyhez szintén a NOTA- és NOPO--kelatorokat
hasznaltuk.

A mikrofluid jeloléseket minden esetben két azonos térfogata
oldat Osszeinjektalasaval végeztiikk; az egyik agon HEPES-pufferelt
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%Ga-aktivitast tartalmazo 1M aq. HCl-val kinyert (iThemba Labs)
%Ge/®®Ga-generator-eluatum volt, a masik agrol szintén HEPES-
pufferelt kelator-oldatot adagoltunk. Utobbi oldat pH-jat — el6zetes
titralas alapjan —HCI, ill. NaOH-oldat segitségével minden esetben ugy
allitottuk be, hogy a HEPES-pufferelt eluatummal az azonos térfogata
Osszeinjektalas utan a méréseknél jelzett pH-érték adodjon.

Az optimalizalasi kisérletek sordn 20-20 pl-es térfogata
oldatokat reagaltattunk 95°C-ra termosztalt PEEK-csében és ebbdl 20
pl-t injektaltunk online egy Waters tipust HPLC rendszerre. Az
elvalasztast Adsorbosphere XL SCX oszlopon végeztiik, a mozg6fazis:
A —viz; B-0,2 M aqg. borkésav C — 5%(m/m) ag. NaCl-oldat. Peptidek
esetétben HPLC elvalasztashoz Kinetex oszlopot és Viz/Acetonitril
gradiens eluciot alkalmaztunk.

Az aramlasos rendszerben kelatort nem tartalmazé ,,vak”
oldatok segitségével tanulmanyoztuk a PEEK-kapillaris, mint
reaktorban jelentkez6 ®Ga-aktivitasretenciot.

A mikrofluid rendszer teljes radiokémiai szintézisek elvégzésére
valo lehetséges alkalmazasat kombinalt mérési protokoll alkalmazasaval
végeztik, mely mind retencidos, mind pedig radiokémiai tisztasag
vizsgalatokat magaba foglalt a vizsgalat vegyiiletekre. A szintéziseket
10-10 pL térfogatokkal végeztilkk azonban itt nem tortént meg a
reakcioelegyek injektalasa online HPLC rendszerre. Ezeknél a
reakcioknal a jelolt oldatokat cseppenkénti frakcionalassal gytjtottiik a
rendszerbol kifolyo folyamatos folyadékaramlasbol. A radioaktivitas
értekeket azonnal mértiik Canberra gamma spektrométer segitségével az

511keV energiacsucs AUC értékének hasznalataval. Ezt kovetéen az
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oldat mintajat HPLC-rendszerre injektaltuk a radiokémiai tisztasag
meghatarozasahoz.

A szintézis paramétereit (pH, ligand-koncentracid) a NOTA és
NOPO  multiparametrikus ~ jelolési  optimalizalasi  vizsgalatok
eredményeire alapozva valasztottuk, illetve az adott kelatorra vonatkozd
azonos paraméterekkel dolgoztunk a kelatorhoz kapcsolodd bioldgiai
vektor-konjugatumok, NODAGA-c(RGD),, illetve NOPO-RGD jel6lési
vizsgalataindl. A reakciokat minden esetben 95 °C-on 5 perc
reakcioiddvel végeztiik, tovabba NOTA és NOPO esetében csokkend
reakcioidével (5 perc mellett 2,5 és 1,25 percnél) is végrehajtottunk
kisérleteket a rendszerben torténd aramlasi sebesség (0,066 mL/min

helyett 0,132, illetve 0,264 mL/min) novelésével.

3.3  %Ga-NOTA-¢(NGR) szintézise és alkalmazdsa Aminopeptidiz N

(CD13) receptorok in vivo leképezésére

Vizsgélataink soran NGR peptid szintézise toértént Fmoc/tBu
stratégiaval, a részlegesen védett linedris peptid ciklizalasat kdvetden a
termék tisztitdsait RP-HPLC-n végeztiik. A létrejott c[KNGRE]-NH,
peptidet NOTA kelatorral konjugaltuk a Lys & aminocsoportjan p-SCN-
Bn-NOTA segitségével DMSO-ban. Az igy kapott NOTA-konjugalt
NGR-analogot (NOTA-c(NGR) szemipreparative HPLC segitségével
tisztitottuk és ESI-MS segitségével azonositottuk.

A kelatorral konjugalt vektor ®Ga-jelolését, 1 M natrium-acetat-
oldattal torténé pufferelés mellett ®Ge/*®Ga-generator (iThemba) 1M
HCl-oldattal eluatumaval végeztik, az oldat kisallat-kisérletekhez
sziikséges formuldlasat a jeldlt peptid Empore® C18 SD 7 mm/3 mL
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extrakcidos diszk felszinén torténd megkotésével, az allofazis vizes
radiofarmakon izotonias sooldatban valé Gjraoldasaval valositottuk meg.

Ehhez hasonlé moddszerrel, de natrium-acetat helyett HEPES-
pufferelt elegyben, emelt hémérsékleten végeztik az irodalombol
ismeretes NODAGA-[c(RGD),] jelolését.

Az 4ltalunk  djonnan  elballitott  *®*Ga-NOTA-c(NGR)
jellemzésére particids koefficiensének megallapitdsdhoz a radioaktivan
jelolt vegyiilet 1-oktanol és PBS oldat kozti megoszladsanak logP
értékeként mértilk, tovabba stabilitasat PBS-oldatban 95°C-on és
patkany szérumban 37°C-on teszteltiik.

Kisallat-vizsgalataink soran kémiailag indukalt patkany
mesenchymalis mesoblastos nephroma (NeDe) tumort alkalmaztunk
kétféle anatomiai lokalizacioban 1étrehozott tumormodellen. Szubkutan
allatmodell esetében 5 x 10° NeDe tumor sejt 150 pL séoldatban keriilt
injektalasra szubkutan a bal combba, mig masik tumormodell
indukciojahoz a subrenal capsule assay (SRCA) modszert alkalmaztuk.
Itt a sebészi operacié célja, hogy tumorsejteket tartalmazé Gelaspon®
diszket helyezziink a bal vese tokja ala. A beiiltetéshez 5 x 10° NeDe
tumor sejtet tartalmazo 20 pL sooldatot helyeztiink Gelaspon® diszkre.
Az éllatok izoflurdnnal torténd altatdsa utan a retroperitoneum
megnyitasa tortént alhasi bemetszéssel, a bal vese vesetokja ala pedig a
Gelaspon® diszket helyeztiik be.

12 + 2 nappal a NeDe sejtek beiiltetését kovetden kontroll és
tumor-hordozé patkanyokat injektaltunk a farki vénan keresztiil 7,4 +

0,2 MBg %Ga-NOTA-c(NGR)-, illetve *®Ga-NODAGA-[c(RGD),]-
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oldatokkal. A radiofarmakon beadasa utan 90 perccel az allatokat
izoflurannal elaltattuk ¢és teljes test PET-vizsgalatokat végeztiink (10
perces statikus PET leképezés minden egyes 4gy-pozicidoban) MiniPET-
IT kiséllat PET szkenner segitségével. A tumorok anatdmiai helyzetének
meghatarozasara CBCT-t hasznaltunk.

A PET leképezéseket kdvetd napon a kontroll €s tumor-hordozo
patkanyokat elaltattuk, majd 7,4 + 0,2 MBq ®Ga-NOTA-c(NGR) vagy
%Ga-NODAGA-[c(RGD)],-oldatokkal injektaltuk a farki vénan
keresztiil. 90 min inkubaci6és id6t kovetden az allatok 60 mg/kg
vettlink a szivb6l. Harom szovet-mintat vettiink az egyes szervekbol
(maj, 1ép, vese, bél, sziv, gyomor, izom tiid6 és tumor) és aktivitasukat
kalibralt gamma szamlalo segitségével mértik.

Ex vivo és in vivo blokkolasi kisérleteink soran a kontrol és
NeDe-tumor-hordoz6 patkanyokat 200 pg jeldletlen NOTA-c(NGR)
100 pL soéoldatban (blokadként a *®Ga-jelslt peptid kb. 100-szoros
mennyisége) intravénas injekcié forméajaban injektaltuk a ®Ga-NOTA-
¢(NGR) beadasa el6tt 5 perccel.

A NeDe sejtvonal és az allatkisérletek soran nyert szovetmintak
APN/CD13 expresszidjanak meghatarozasahoz Western blot analizis

tortént.
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1 Foszfin- és karboxil-csoportokkal eltéréen szubsztitudalt TACN-
vazas kelatorok %Ga-jelélési sajatsagainak osszehasonlito
vizsgalata
A projekt sordn analog szerkezetli 1,4,7-triazaciklononan vazzal

rendelkezd, eltéroen N-szubsztitualt kelatorsorozat 0Osszehasonlitd
vizsgalatat végeztiik. Kiinduldsi sorozatként pH 3 értéknél 95 és 25 °C-
on végeztiik a méréseket. A szerkezeti hasonlosag, varakozasunknak
megfeleléen a vegyiiletek jelolési sajatsagaiban is tiikrozodott, igy
hasonlo alakt gorbe abrazolddott a vizsgalt NOTA, NOPA, NO2AP és
NOPO vegyiiletekre, illetve a szobahdémérsékleten végzett jeloléseknél
magasabb ligand-koncentracié volt sziikséges a kvantitativ jel6lések
végrehajtasahoz, mint emelt hdmérsékleten. Utobbi vizsgalat-sorozatnal
a NOPO minden esetben jobb jelolési sajatsagokkal rendelkezett a
kevert szubsztituensekkel rendelkez6 ligandokhoz és a NOTA-hoz
képest. Erdekes modon egyetlen karboxil-donor jelenléte a NOPA
esetében nem befolydsolja jelent6sen a jelolési teljesitményt pH 3
értéknél a NOPO-val valoé 0sszehasonlitds soran. Hasonlé mddon a
monofoszfin-ligand NO2AP inkdbb a NOTA-hoz hasonld
reakciokészséget mutatott 95 °C-on. Azonban 25 °C-on a NO2AP a
NOTA-nal mar jobb jelolési hatékonysaggal rendelkezett, habar itt az
elérhetd maximalis radiokémiai tisztasag nem haladta meg a 90%-ot
még viszonylag magas kelator-koncentracioknal sem. Osszességében a

legnagyobb 1épcsot jelolési effektivitas tekintetében az egy vagy két
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karboxil-, illetve foszfin-csoporttal rendelkezé kelatorok esetén
mértiink. A NOPA, illetve a NO2AP jelolhetoségét az 50%-os aktivitas-
kotési  értéknél Osszevetve, mindkét homérsékletnél haromszor
magasabb hatékonysagot taldlunk a NOPA esetében. A NOPO ¢és a
NOTA esetében ugyanez a kiilonbség tizszeres.

Mivel minden vizsgalt vegyiilet esetében kozel kvantitativ
jelolési hatékonysagot talaltunk 95 °C-on végzett reakciok esetén 3 uM,
illetve 25 °C-on végzett reakciok esetén 30 pM ligandkoncentracio
értékeknél (5 perc reakcioidé mellett), ezért ezeket a mennyiségeket
valasztottuk tovabbi vizsgalatainkhoz, mely soran a reakcioelegy pH-jat
valtozattuk. 95 °C-on végezve reakcidinkat megfigyelhetd, hogy a
foszfin-tartalmi szubsztituensek szamanak ndvekedésével a foszfin-
csoport erdsebben savas jellegébdl adodéoan mar alacsonyabb pH-
tartomanyban is teljes mértékl jelolést talalunk. Ez Gsszhangban van
korabbi mérésekkel, a NOPO-t akar még 0,5 pH-értéknél is lehetséges
kvantitativan jelolni. Ezzel szemben a NOTA jobb teljesitménnyel
rendelkezik a semleges illetve enyhén savas értékek mentén, azonban 8-
as pH érték felett mar egyik vegyiilet sem volt jelolhetd.

SzobahOmérsékleten a kelatorok kvantitativ jeldlhetdsége joval
keskenyebb pH-savban volt lehetséges a kivalasztott koncentracional.
NOPO esetében a jelolhetdség még alacsonyabb pH mellett is
megmaradt, igaz, hogy cs6kkent mértékben, azonban NOPO, NOPA ¢és
NO2AP esetében 3 és 4 pH értéknél talaltunk optimumot, mig pH 2
esetében mar nem mutattak komplexképzd tulajdonsagot. Utobbi
esetében 90% folotti értéket itt sem talaltunk, mig a masik két kelator itt

kvantitativ ®Ga-jelolést mutatott. 4-es pH-érték folétt a NOPO jelolési
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hatékonysaga jobban csokkent szobahémérsékleten a pH novelésével,
mint mas ligandok esetében. Ezzel szemben és a 95 °C-on végzett
jelolésekhez hasonléan a NOTA jobb jelolhetéséget mutatott a tobbi
vizsgalt vegyiilethez képest pH 4 és 7 kozott, pH 4-es optimummal.
Osszességében a radiojeldlési vizsgalatokkal szerzett adatok
Osszhangban vannak a hasonldé ligandokkal kapcsolatos korabbi,
irodalomboél ismert mérések eredményeivel. A foszfintartalmit TACN-
szarmazékok nagyobb gallium(Ill) szelektivitdsanak koszonhetden
alacsonyabb ligand-koncentracio is elegend6 a hatékony radiojel6léshez
a foszfin-szubsztituensek szamanak novelésével. Hasonl6 tendencia volt
tapasztalhato egy diacetat-foszfin TACN-szarmazék esetében — a
CH,CH(POsH,) csoporttal. Tobb  foszfin-csoportot  tartalmazo
szubsztituens eredményesebb ®Ga-jelslést tesz lehetévé  azonos
ligandum-koncentracio esetében, valamint a savasabb oldatokban is
hasznalhato, hiszen az oldallanc savi disszociacids allandodja kisebb.
Masrészrol a karboxil-tartalmi oldallancokkal rendelkezé ligandok
alkalmasabbnak bizonyulnak ®Ga jelolésre pH > 4-5 esetén. Ezt
okozhatja a hidroxid anionnal valé kompeticid, hiszen a Ga-NOTA
komplex a rendelkezésre allé adatok alapjan stabilabb, mint a Ga-NOPO
komplex, igy egy stabilabb komplex esetén a pH novekedése kevésbé

befolyasolja a komplexképz0 sajatsagokat.

4.2. Ga-keldtorok komplexképzési reakcidinak —mikrofluidikai
optimalizalasa

Szamos jol ismert °F- és "C-jelolt radiogyodgyszer esetében

talalunk mikrofluid megoldasokon alapulo6 alternativ szintézismodszert,
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ezzel szemben a PET-radiofémekkel végzett tanulmanyok szama a
témaban rendkiviil korlatozott. Az irodalomban PDMS-chip alaptu
reaktorban  végeztek  batch-szintéziseket **Cu-DOTA-c(RGDfK)
elballitasara, illetve ehhez hasonlé PDMS-chip alapt szintézis-modszer
ismeretes jelolésére Cu-64 és Ga-68 radionuklidokkal.

Szemben a korabbi tanulmanyokkal, kisérleteink soran
folyamatos folyadék-aramlasos mikrofluid modszert alkalmaztunk, ahol
PEEK-kapillaris szolgalt nem-konvencionalis reaktorként *®Ga-jeldlt
radiofarmakonok hordozé hozzidadasa nélkiili szintézis€hez. A
reaktorcsovet  légtermosztatban  tekercseltiik fel a megfeleld
hémérsekletszabalyozas érdekében. A rendszer tesztelésére szolgdlo
vegyiiletekként NOTA és NOPO kelatorokat valasztottunk, hiszen ezen
kelatorok ®*Ga-jelslési sajatsagai mar jol ismertek. Reakcidink online
analitikai értékelése érdekében uj HPLC modszert alkalmaztunk a jelolt
kelatorok és a ,szabad” Ga-68 elvalasztasara. Mikrofluid jelolési
moédszeriink  eredményét  hagyomanyos, manualis  szintézisek
eredményével vetettiik 6ssze. A két modszer nagyon alacsony NOPO
koncentracié mellett eredményezett kismértékii eltérést, azonban ezt a
kiilonbséget elfogadtuk, mint mérési hatarérték kozelében jelentkezd
kiilonbséget, egyéb pontokon a két modszerrel kapott eredményeink
megfeleltethetéek egymasnak.

Az Osszeallitott, folyamatos-folyadékdramlasos mikrofluid
rendszer tovabbi tesztelése a késziilék nagy teljesitoképességének és
automata miikodésének kihasznalasaval tortént. NOTA ¢és NOPO
kelatorok jelolési sajatsagait automatikus ciklusokban végrehajtott

mikrofluid reakcidk sorozataval végeztiik a reakciokoriilmények széles
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skalajan: 0,01 -100 uM  ligand-koncentracio és 1-9pH; 95°C
rendszerhomérséklet és 5 perc reakcioidé alkalmazasa mellett.

A kelatorral kapcsolatban megjelent korabbi publikaciokkal
Osszhangban, a NOPO foszfinsav tartalmii szubsztituenseinek
koszonhetéen a NOTA viszonyitva kedvezdbb jeldlési sajatsagokat
mutat.. Ez tapasztalhatd volt mind a kvantitativ jelolés eléréséhez
sziikséges legalacsonyabb keldtor-koncentracio, mind pedig azon pH-
tartomany tekintetében, ahol RCP >95% reakcidelegyeket talalhattunk a
vizsgalt koriilmények kozott. Még a rendkiviil savas 1 és 2 pH
értékeknél is jelentés komplexképzési sajatsagot tapasztaltunk a ®Ga-
radionukliddal.

A reaktorként alkalmazott PEEK kapillarist szdmos mas
radiokémiai rendszerben sikerrel alkalmaztak mar, mivel savas, bazikus
koriilményekkel, szerves oldoszerekkel és magas homérséklettel
(134 °C-ig) szemben kompatibilis. Ennek megfeleléen, az organikus
polimer, ~ PEEK-kel  kapcsolatosan nem  vartunk  jelentds
reakciokészséget a  *°Ga-jelolési  reakcidink soran  alkalmazott
reagensekkel, mégis ®*Ga-radionuklid-retenciés vizsgalataink soran egy
érdekes visszatartasi mintazatot talaltunk. A rendszerben hozzaadott
kelator nélkiil a jelolési reakcioknak megfeleléen pufferelt ®*Ga-oldatot
aramoltatva pH 3 és 7 kozott jelentds aktivitas-visszatartast mértiink.
Ebben a pH-tartomanyban az dsszetételtdl fiiggden a vizes oldatban 1évo
gallium kiilonb6z6 hidroxo-komplexeket képez [Ga(OH),], mely
folyamat egyre meghatarozobbad valik az oldat pH-janak emelésével.
Ezzel szemben a retencidért felelds lehet egy masik feltételezett

komplexképzo, a jelolési reakciok puffereléséért felelés HEPES,
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melyr6l a szakirodalom is feltételezi, hogy gyenge komplexet képez
Ga(lll)(ag.)-mal és szerves molekula révén, nagyobb adszorpcios
affinitast mutathat PEEK-cs6 falahoz (melytdl kémiai szerkezetébol
adodoan elsésorban inert, hidrofob sajatsagokat feltételezhetiink), mint
vizes Ga(lll)(ag.) esetében. Mivel a pH csokkenésével kisebb a hidroxo-
komplexek részesedési aranya, ez teret adhat a HEPES-kompex
novekedésének, ami magyardzatul szolgalhat az altalunk megfigyelt
jelenségre. Mindemellett — és kicsit alatamasztva az eldbbi
hipotézisiinket - a 3,0-s pH érték jelentds szerepe figyelhetd meg a
jelenlegi jelolések soran, mivel a legmagasabb jel6lési hatékonysagot a
legalacsonyabb sziikséges ligand-koncentracioval 3,0-s pH értéknél
talaltuk mindkét vizsgalt vegyiilet esetében, mely akar eredhet egy
gyenge HEPES-Ga-komplex-szel torténé konnyebb reakciobdl a
kiilonb6z6 gallium-hidroxokomplexekhez képest.

A fentieken kiviil, a mikrofluid rendszerrel a multiparametrikus
jelolési vizsgalatok eredményei alapjan teszt-szintéziseket végeztiink,
ahol szintén vizsgaltuk az aktivitas-retenciot a kapillarisban kiillonb6z6
kelatorok/kelator-peptid  konjugatumok  jelenlétében. Ezeknél a
méréseknél a szintézis paramétereinek kialakitasa soran szempont volt a
megfeleld robosztussag elérése is, mivel az aramld rendszerben a
reakcioelegy hordozofolyadékkal torténd higulasa feltételezhetd. Ennek
megfeleléen NOTA esetében 10 uM, NOPO esetében 1 uM kelator-
koncentracioval pH 3,0 értéknél végeztiik ezeket a vizsgalatainkat, mert
ezek a pontok legalabb egy 1épcsovel feljebb talalhatdéak a kvantitativ
jeloléshez sziikséges legalacsonyabb ligand-koncentracional ¢és a

kdrnyez6 pH tartomanyban is magasabb pH esetén is még RCP >95%
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talalhato. Igy a végtermék mindséget a hordozéfolyadékkal torténd, akar
kétszeres higitas sem befolyasolhatja. Tovabba, a kisérletekhez
valasztott 3,0 pH-érték megfeleld a koradbbiakban megfigyelt
radionuklid-visszatartas  jelolési reakciokra gyakorolt hatasanak
vizsgalatara. Mind a kelatorok, mind pedig azok analég-konjugatuma
esetében azonos reakciokoriilményeket alkalmaztunk.

Sikeres szintéziseket végeztiink NOTA, NOPO és RGD-peptid-
konjugatumaik; NODAGA-c(RGD), ¢és NOPO-RGD, mint kelald
dgensek hasznalataval, tovabbd a vizsgalt vegyiiletek jelenlétében

elhanyagolhaté mértéki (<5%) aktivitas-retenciot tapasztaltunk.

43. ®Ga-NOTA-¢(NGR) szintézise és alkalmazdsa Aminopeptidiz N

(CD13) receptorok in vivo leképezésére

Munkéank sordan a ®Ga-NOTA-¢(NGR), mint uj ciklikus
peptidmotivumot tartalmazo radiofarmakon szintézisét és értékelését
végeztik kisérletes tumormodell APN expresszidjanak kimutatasara.

A ciklikus NGR peptid (c[KNGRE]-NH,) eldallitasat és még a
gylriizarasi reakciot is az irodalomban a gyantan végezték.
Vizsgalataink soran egy hatékony alternativ szintetikus utvonalat
valasztottunk ugyanezen peptid eléallitasara. A linearis védett peptidet
(Boc-Lys(Clz)-Asn(Trt)-Gly-Arg(Pbf)-Glu(OtBu)-R) standard
Fmoc/tBu stratégiaval épitettiink fel, melyet a véddcsoportok részleges
eltavolitasa és a részben védett peptid (H-Lys(ClZ)-Asn-Gly-Arg-Glu-
NH,) gyantarol valo lehasitasa kovetett TFA-val. Az N-terminalis
amino-csoport és a glutaminsav y-karboxil-csoportja kézotti amid-kotés
kialakitasat DMF oldatban, kapcsoloszer hozzaadasaval végeztik. A
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ClZ védoesoport folyékony HF-dal tavolitottuk el és a nyers peptidet
RP-HPLC-n tisztitottuk. A ciklikus NGR peptid el6allitasat igy olyan
forméaban tudtuk végezni, hogy a szintézis egyetlen 1épése soran sem
tapasztaltunk deamidéaladst szukcinimid gylriizardson keresztiil.
Kovetkezé 1épésként, a tiszta c[KNGRE]-NH, peptidet sikeresen
konjugaltuk p-SCN-Bn-NOTA-val, majd az igy kialakult NOTA-
¢(NGR) mér egyszeriien jeldlhetd volt ®*Ga-izotoppal 95%< radiokémiai
tisztasaggal és 5,13-5,92 GBqg/umol specifikus aktivitassal kidolgozott
jelolési eljarassal.

A Ga-NOTA-c(NGR) peptiddel végzett in vitro vizsgalataink
alapjan az el6allitott radiofarmakon erésen hidrofil (log P = -2,77 +
0,12), illetve méréseink alapjan stabil mind PBS-ben emelt
hémérsékleten (T = 95°C) tobb, mint 1 éran keresztiil, illetve két oraig
patkanyszérumban 37°C-on torténé inkubalas mellett. Ezek alapjan a
%Ga-NOTA-c(NGR) alkalmas molekulanak bizonyult a bioldgiai
vizsgalataink elvégzésére.

A kontroll allatokon végzett ex vivo és in vivo szervi megoszlasi
vizsgalatok alapjan megéllapithato, hogy a vizsgalt *®Ga-NOTA-
c¢(NGR) foleg a vesén keresztiil keriil kivalasztasra, mely 0sszhangban
van a mért, er6sen hidrofil jellegre utald particidés koefficienssel.
Masrészrél a radiofarmakon felvétele mas szervekben, kiillonosen a
hasiiregben, nagyon alacsony, szemben a *Ga-NODAGA-[c(RGD)],-
vel, ahol a hasiiregi szervekben (maj, 1ép, belek) jelentds mértéki
radiofarmakon-felvételt tapasztaltunk 90 perc inkubaciods id6ét kovetden.
Ez a %Ga-NODAGA-[c(RGD)],;-hez képest kismértékii hasiiregi

halmozas jol korrelal mas tanulmanyokkal, ahol a ®*Ga-DOTA-NGR,
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illetve a ®*Ga-NOTA-NGR szervi megoszlasat vizsgaltak. Tovabba, az
egyes szervek alacsony aktivitasa magasabb mindségli leképezést tesz
lehetévé az alacsony hattérnek és a magas elérheté tumor/izom
aranynak kdszonhetden.

Ezt kovetéen, ebben a projektben a szintetizalt ®*Ga-NOTA-
¢(NGR), mint angiogenezis-marker tumor-specifikus halmozasat
hasonlitottuk Gssze a kereskedelemben is elérhetd, a,fz-integrin receptor
specifikus *Ga-NODAGA-[c(RGD)],-vel két, kiilonbozd allatmodellen,
kisallat PET-szkenner segitségével. Vizsgdlatainkhoz két kiilénbo6zo,
nephroblastoma (NeDe) tumor sejtek segitségével kialakitott
tumormodell APN/CD13 expresszidjat teszteltiik. A tumormodellek
kialakitasa soran egyrészt helyi tumorképzést indukaltunk a sejtek
szubkutan injektalasaval, masrészt a NeDe tumoros sejtvonal SRCA
implantalasaval. A két kiilonb6z6é tumorképzéssel késziilt vizsgalatok
Osszevetésekor azt talaltuk, hogy mindkét alkalmazott radiofarmkon
esetében magasabb halmozas tapasztalhaté a primer tumorokban az
SRCA modell esetében, mely kiillonbség a tumorsejt implantalas
helyéb6él ered. Primer tumorok indukcidjanak legaltalanosabban
elterjedt modszere a rakos sejtek szubkutan injektalasa. Ennél a tipusu,
ektopikus beiiltetésnél azonban hianyoznak az ortotopikus szoveti
mikrokoriilmények. A tumorndvekedés ¢és vaszkularizacio joval
intenzivebb abban az esetben, ha a tumorsejtek beiiltetése ortotopikus
helyre (pl. vese tumorok a vese vagy vesetok alatti térbe) torténik, igy a
kedvez6 mikrokdrnyezet eldsegiti a magasabb angiogén marker
expressziot, illetve a tumorsejt-proliferaciot €s a metasztazisok

kialakulasat.
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A SUVitlag értékek ®Ga-NOTA-c(NGR) esetében relative
magasabbak a primer tumorokban, mint a **Ga-NODAGA-[c(RGD)],
farmakonnal tortént méréseknél kapott eredmények, és ez a kiilonbség
szignifikans (p < 0,01) a SUVmax ¢és T/M aranyok esetében az
injektalast koveté 90. percen. Emellett, a vizsgalt modellben a *Ga-
NOTA-c(NGR) magaban hordozza annak lehetdségét, hogy akar még a
dimer-RGD alapu radiofarmakonoknal is magasabb halmozast
mutasson, mely kiilonbség a ciklikus NGR peptid eltéré molekularis
célpontjanak expresszios tobbletébdl eredhet.

Jeloletlen NOTA-c(NGR)-rel torténé blokkolast kovetéen a
%Ga-NOTA-c(NGR) felvétele szignifikinsan (p < 0,01) csokkent mind
a két primer tumorban. Mas, korabbi human xenograft tumorokkal és
%Ga-jelolt NGR-konjugatumokkal végzett vizsgalatokhoz hasonloan,
esetinkben is a sikeres blokkolas a %Ga-jelslt NOTA-c(NGR)
specifikus APN/CD13 kotédésre utal, melynek jelenlétét a NeDe
tumorok €s metasztazisok esetében western blot vizsgalataink is
igazoltak.

Az angiogenezis a metasztazis Iétrejottéhez kapcsolodo
tobblépcsds folyamat egyik elofeltétele, mely soran a rakos sejt a primer
tumor helyérdl tavoli helyre vandorol. Az APN/CD13 szerepet jatszik
ebben a folyamatban, ugyanis noveli a rdkos sejtek invazivitasat és
metasztazis-képzési hajlamat, illetve a malignus sejtek vandorlasat az
extracellularis matrix bontasaval is elésegitheti. Jelen projektiinkben egy
szingénikus allatmodelltHiba! A konyvjelz6 nem létezik. hasznaltunk
az APN/CD13 expresszio ®Ga-NOTA-c(NGR)-rel térténé vizsgalatara

nem csak primer tumorokban, hanem metasztatikus nyirokcsomokban
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is. A NeDe tumorsejtek bal vesetok ala torténé implantacidja a
thoracalis parathymalis (PTN) és a mesenteralis nyirokcsomokban
tumor metasztazis kialakulasat generalja. Ex vivo vizsgalataink alapjan
az  APN/CD13  receptor-specifikus  halmozas  metasztatikus
nyirokcsomokban is  tapasztalthato  ®Ga-NOTA-c(NGR), mint
radiofarmakon alkalmazasaval. Ez alapjan az Gjonnan szintetizalt ®*Ga-
jelolt NOTA-c(NGR) igéretes nyomjelzd lehet metasztazisok

kimutatasara is.
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5. Osszefoglalas

A gallium-68 radioizotop egy generatorbol nyerhetd pozitron-
forras, mely lehetdséget teremt PET-radiofarmakonok gyors, hatékony,
a jovOben akér kit alapon torténd eldallitasara is, ugyanis fémes
tulajdonsagainak koszonhetden kelator-alegységen keresztiil biologiai
vektorok széles skaldja jelolhetd vele. Vizsgalataink sordn a nuklearis
medicindban egyre nagyobb jelentéséggel rendelkezd **Ga-jeldlt
komplexek szintézisével, karakterizalasaval és preklinikai szinten
torténd felhasznalasaval foglalkoztunk.

®8Ga-PET-radiogyogyszerek elballitisa soran meghatarozo
szerepe van a radioizotoppal komplexet képz6 kelator-alegység kémiai
sajatsagainak. Egyik kisérletsorozatunk soran TACN-alapu kelatorok
Osszehasonlitd radioanalitikai vizsgalatat végeztiik el, mely alapjan a
legalabb két foszfin-tartalmil szubsztituens elengedhetetlen a TRAP-
tipusu  kelatorok esetében ismert rendkiviilli nagyhatékonysagi
komplexképzéshez ®*Ga-izotoppal, ennek megfeleléen a TRAP mintazat
egy foszfin-csoportja cserélhetd egyéb donorra. Karboxil-csoportok
jelenléte pedig semleges és gyengén savas pH-n segiti a
komplexképzést, ezekkel a szerkezet-komplexképzési sajatsag
Osszefliggésekkel a jovo kelatorainak tervezését igyekeztiink segiteni.

Az elézoekben ismertetett karakterizalasra az irodalomban
elsosorban kézi jeloléseket haszndlnak, amely azonban csak lassu,
nehezen reprodukalhaté mérési eredményekkel és viszonylag magas

felhasznalt  anyagmennyiséggel  végezhet6.  Ezzel  szemben
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mikrofluidikaval kapcsolatos kutatasi projektiink megvaldsitasa soran
sikeresen teszteltlink egy olyan, altalunk eléallitott mikrofluid rendszert,
amely képes *®Ga-jel6lési reakciok automata elvégzésére és analizisére.
A rendszer hasznélatdval lehetdségiink nyilt makrociklusos kelatorok
radiojelzési hatékonysdganak teljes kort jellemzésére is automatizalt
moédon, tovabba demonstraltuk, hogy folyamatos dramlésos mikrofluid
rendszerben lehetséges ®Ga-jelolések végrehajtasa kivalo radiokémiai
tisztasaggal (95%<), illetve jelentOs aktivitas retencid nélkiil (<5%).
Tovabbi vizsgalataink soran magas radiokémiai tisztasaggal és
stabilitassal allitottunk el egy wj, %®Ga-jeldlt radiofarmakon-
készitményt, a ®Ga-NOTA-c(NGR)-t, melyet APN/CD13+ NeDe
sejtvonallal 1étrehozott szingénikus kisallat-tumormodell segitségével

teszteltiink tumorok és metasztazisok kimutatasara sikeresen.
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