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1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

A Pozitron Emisszios Tomografia (PET) a nuklearis medicina eszkdztardnak egyik
legfontosabb eleme, jelentdsége az orvostudomany szamos teriiletén, kiilondsképpen az

onkoldgiai diagnosztikaban tagadhatatlan.

Napjainkban a PET vizsgalatok dont tobbségét egyetlen farmakonnal, a *®F-Fluoro-dezoxi-
gliikozzal (18F-FDG) végzik. A BE_FDG szervezetben torténd disztribcidja soran a gliikkoz
transzportjaval megegyez0 mechanizmussal 1ép be a sejtekbe, majd intracellularisan egy
hexokindz foszforildlja FDG-6-foszfattd. Ezt kovetden, amennyiben a vonatkozd szovet
gliikk6z-6-foszfatdz enzim koncentracid alacsony (agy, myocardium, legtobb malignus sejt) a
szovet szénhidrat-anyagcseréjével ardnyos mennyiségben halmozédik, tovabbi enzimatikus
kolesonhatdsba nem 1ép; azon szdvetekben, ahol pedig gliik6z-6-foszfatdz enzim tartalom
kimutathat6, a halmozas mértéke csokkent. A megoszlas és metabolizacié mechanizmusabol
lathaté, hogy a ®F-FDG metabolikus tracer, mely szamos szdvetben fiziologias kériilmények
kozott, illetve szdmos patologids folyamatban (tumorok, gyulladdsos folyamatok) jelentds
halmozast mutat, mely a PET-leképezés soran jelent6s hattér-aktivitishoz és a kimutatni
kivant folyamatra vonatkoz6an bizonyos esetekben alacsony specificitashoz, fals pozitiv és

fals negativ eredményekhez vezethet [1].

A személyre szabott gyodgyaszattal kapcsolatos igény megsziiletésével, a PET széleskori
elterjedésével és az '°F-FDG-PET ismeretanyaganak boviilésével katalizalodtak azok a
kutatisok, melyek a '®F-FDG-nél specifikusabb, targetalt ~PET-radiofarmakonok
kifejlesztésével foglalkoznak. Ezt a folyamatot a nuklearis medicinaban a molekularis
képalkotds €s célzott radioterapia kombinacidjanak igénye - azonos molekuléris célpontot
elérd, de mas izotopokkal jelzett teragnosztikus kezelések tovabb erésitik [2]. Erre példaként
a neuroendokrin tumorok (NET) emlithetéek, melyek jellemzéen a '°F-FDG-t kevéssé
halmoz6, lassan ndvekvd tumorok, azonban szomatosztatin-receptor-expressziojuknak
készonhetSen diagnosztikajukat (***In-DTPA-Oktreotid - SPECT, ®Ga-DOTATOC/TATE -
PET) és terapidjukat (*°Yttrium-DOTATOC/DOTATATE, illetve Y"Lutécium-DOTATOC/
DOTATATE/DOTANOOC) is radioaktivan jeldlt szomatosztatin-analogokkal végzik, ahogyan

az lathato kiilonb6z6 radiofémekkel [3].

Mint pozitron-forras radiofém-izotop, a gallium 68-as tomegszamu radionuklidja, mely a
®Ga-DOTATOC/TATE jel616 izotopjaként mar az emlitett klinikai relevanciaval bir, a PET-

diagnosztika egyik legmeghatarozobb izotopjava valt az elmult évtizedekben, melyet kivalo
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fizikai tulajdonsagai és generatorbol valo konnyii elérhet6sége tettek lehetévé. A Ga-68 67,7
perces felezési idejével kivaloan alkalmas gyors disztribucidju peptidek, fehérjék in vivo
leképezésére, igy specifikus, targetalt radiofarmakonok szintézisére. Mindemellett azonban a
%®Ga-jelolt radiofarmakonok megfelelé eldallitisa érdekében, a teriilethez kapesolddo,
alkalmazott radiokémia egyik legfontosabb feladatava valt uj %8Ga-kelatorok szintézise és

jellemzése, illetve a ®®*Ga-PET-hez alkalmazhato biologiai vektorok feltérképezése.



3. Irodalmi attekintés

3.1.Molekularis képalkotas és PET technika
A molekularis képalkotas biologiai folyamatok molekularis és sejt szinten torténd
vizualizalasa, karakterizaldasa és mérése emberi és mas él6 szervezetekben. Ennek
véghezviteléhez, a molekularis képalkotas jellemzoen 2- vagy 3-dimenzios képalkotast is
magaba foglal, illetve idobeni kvantifikdalast. Az alkalmazott technikak kézé tartoznak:
radiojelzett leképezés/nuklearis medicina, MR képalkotis, MR spektroszkopia, optikai

leképezés, ultrahang és masok.”
(Mankoff és mtsai [4] altal 2007-ben publikalt definicio.)

A teriilet alapjai az ezért 1943-ban kémiai Nobel-dijjal jutalmazott magyar kémikus, Hevesy
Gyorgy uttoré munkassagaig vezethetéek vissza, aki megallapitotta, hogy, ha egy
molekulaban valamelyik atomot annak radioaktiv izotopjara cseréljiik, ez nem valtoztatja meg
Iényegesen az eredeti vegyiilet kémiai és biologiai tulajdonsagait [5]. Hevesy megallapitasa
radioaktiv izotoppal kapcsolatos, és habar a molekularis képalkotas Mankoff és mtsai altal
megfogalmazott fenti definicidjabol lathatd, hogy a vonatkozd eszkdztar jelentdsen boviilt,
azonban a Kklinikai gyakorlatban jelenleg nagy volumenben alkalmazott molekularis
leképezési technikdk még ma is a radioaktiv izotépokat alkalmazé SPECT (single photon

emission computed tomography) és a PET (positron emission tomography).

SPECT-radiofarmakonok esetén biologiailag aktiv molekula jeloléséhez y-sugarzo izotdpot
alkalmaznak, a képalkotas pedig a vizsgalt szervezetbe juttatott izotop bomlasabol szarmazo
y-foton kozvetlen detektalasaval torténik. A PET-nél alkalmazott radiofarmakonok ezzel
szemben PB’-sugirzoak, igy a radioaktiv izotop bomlasakor pozitron 16kédik ki az
atommagbol, mely a szovetekben lefékezddik és egy elektronnal annihilalodik. Az annihilacid
soran két 511 keV energiaji gamma foton keletkezik, melyek egy egyenes mentén
(180°+0.25° szoggel), egymassal ellentétes iranyban szétsugarzodnak. PET esetében ennek
megfeleléen szintén gamma fotonok detektalasa torténik, azonban a két, annihilaciobol
szarmaz6 foton meghatarozott idéablakon beliili koincidenciajanak detektalasa lehetévé teszi

az érzékenység nagymértékii novelését (1. abra) [6].
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1. abra: Annihilacios reakcio és az azt kovetd koincidencia detektalasa PET leképezés soran [7]

Mindkét technika alkalmazédsa soran a radiojelolt molekula — ideélis esetben — az endogén
analoggal azonos bioldgiai utvonalat jar be, igy indirekt modon a hozzékapcsolodo bioldgiai
receptorok, enzimek, transzporterek tehet6k lathatova kotddés utan [8], igy mind a SPECT,
mind pedig a PET-leképezés funkcionalis informaciokkal szolgal. A legmodernebb
technologiak az igy kapott funkcionalis informaciokat pedig mar egy késziilékben (2. abra)
Otvozik anatomiai leképezési technikdkkal nyert informéciokkal (PET/CT, PET/MRI)
[9;10;11].
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2. abra: PET/CT késziilék fényképe (balra) [12], példa human PET/CT felvételre (jobbra) [13]

Mind a SPECT, mind pedig a PET jelentds hatassal birnak az orvostudomany szamos
teriiletére — példaul az onkologiara [14;15], kardioldgiara [16;17] és a neurologiara [18;19] és
habar mindkét technika klinikai szempontb6l nagy fontossagi, a PET szamos elénnyel
rendelkezik a SPECT-hez képest. Talan a legfontosabbként emlithetjiik a magasabb

érzékenységet (sziikséges radiofarmakon koncentracié ~10® — 10" M; SPECT esetében



megkozelitdleg 10° M), és a jobb térbeli felbontast (~3-10 mm PET, ~8-20 mm SPECT),
valamint az abszolut radioaktivitas felvétel kvantifikalasanak lehetségét a vizsgalt szovetben
[20]. Ezzel szemben a SPECT versenyképességéhez hozzajarul a PET-hez képest alacsonyabb
ara (ami valtozhat a kozeljovoben a ®Mo eldallitasi kapacitasdnak csokkenése miatt) és a

PET-kamerak szamahoz viszonyitva kb. 10-szer tobb telepitett SPECT-kamera is [21].

3.1.1. PET-radionuklidok és PET-radiofarmakonok

Michael Ter-Pogossian és mtsai 1975-ben kozolték az elsé pozitron-emisszids transzaxialis
tomograf leirasat [22]. Az ezt kovetd években a PET torténete soran elsésorban kismolekulaja
farmakonok alkalmazasaval probalkoztak, melyek jelolése a rovid felezési idejii, ciklotronban
eldallithatd nem-fém radionuklidokkal volt jellemzd. A ciklotronban eldallithatd nem-fém
radionuklidok tulstlya és klinikumban valé alkalmazdsdnak dominancidja mind a mai napig
egyértelmii, hiszen a leggyakrabban alkalmazott PET-radiofarmakonok tovabbra is °F, 'C,

B3N és *0-nuklidokat tartalmaznak. (1. tablizat)



1. tablazat: Altalanosan alkalmazott nem-fém PET-radionuklidok fizikai tulajdonsagai és el6allitasi modjai [23],

illetve néhany példa jel6lt radiofarmakonkeént torténd felhasznalasukra
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c 1998 [20,38 [0,96 | “N(p,w)''C |™C-kolin[24] | Prosztata tumorok
kimutatasa
YC-PiB [25] Alzheimer-kor,
B-amyloid-kimutatas
IC-metionin Agytumorok kimutatasa
[26]
BN 99,8 [9,96 1,19 | ®0(p,0)"™N | ®*N-ammonia Myocardialis perfuzid
[27]
0o (99,9 [ 2,04 1,72 14N(d,n)lSO O-viz [28] Myocardialis perfizio
®r 196,9 [109,70 |0,63 | O(p,n)°F | °F-FEC [29] Prosztata tumorok
kimutatasa

®F_Florbetapir
[30]

Alzheimer-kor,

B-amyloid-kimutatas

®F.FDG [31;32]

Megnovekedett gliikkdz-

felvétel

®F-.FMISO [33]

Hypoxias szovetek

kimutatasa

F-FLT [34]

Fokozott proliferacio

kimutatasa

F_FET [35]

Agytumorok kimutatasa

F_Fluorid [36]

Képalkotas csontokrol

Annak ellenére, hogy az emlitett nem-fém PET radionuklidokkal elééllitott radiofarmakonok
felhasznalasi terlilete rendkiviil széles korti €s egyre bdviil, ezen farmakonok dusulasa
altalaban nem specifikus receptor-ligand kolcsonhatason, hanem elsdsorban a vonatkozo

leképezendd teriilet a kdrnyezethez képest eltéréd metabolikus igényeit mutatja ki (pl. fokozott
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glikoz, aminosav, nukleotid-felvétel). A személyre szabott orvoslds ¢és a boviilo
orvostudomanyi — esetiinkben elsdsorban onkoldgiai — tudas specifikusabb radiofarmakonok
elérhetoségét teszi sziikségessé [37]. Az elérhetd receptor-specifikus ligandok (peptidek,
antitestek vagy antitest-fragmensek) alkalmazasaval, azonban a makromolekulak kovalens
kotéssel torténd jelolése nehezen valdsithatdé meg egyszertien. Erre kivalo példa a 8.
Galakto-RGD, melynek jeldlése glikozilalt c((RGDIK) *®F-fluoroacilezésével valosithatd meg
[38;39]. Annak ellenére, hogy még klinikai vizsgalatokban is kivaloan alkalmasnak bizonyult
oyPs-integrinek kimutatasan keresztiill szamos korkép kimutatdsara (malignus melanoma,
szarkoma, mellrak) [40;41], azonban a targetald agens PET-leképezésekhez valo
elérhetdségének érdekében a CGMP/GRP-megfeleléség biztositasa mellett a soklépéses
szintézis miatt '°F- helyett °®Ga-jelslt-analog el8allitasat és alkalmazasat javasoljak az

irodalomban [42].

Makromolekulak radionukliddal valé nagyhatékonysagt jelolése megvalosithatd ugyanakkor
megfeleld kelator-egységekkel vald 6sszekapcsolassal akar linker-molekulakon keresztiil. Az
ilyen tipusu jeloléseknél elvaras, hogy a targetalt receptorral vald kapcsolodashoz sziikséges
makromolekula-alegység intakt maradjon, illetve a megfelel6 linker kivalasztasaval, a jelolt
farmakon biodisztribucidja a receptor szervezeten beliili elérését ne akadalyozza, lehetdség
szerint maximalizalja. Ennek megfelelden szamos PET-radiofém-radiofarmakont alkalmaznak

PET vizsgalatokhoz preklinikai és néhany esetben mar klinikai szinten is. (2. tablazat)



2. tablazat: Altalanosan alkalmazott pozitron sugarzé radiofémek fizikai tulajdonsagai és eléallitasi modjai

[23;43], illetve néhany példa jelolt radiofarmakonként torténd felhasznalasukra
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*Cu | 17,6 [12,7h 0,66 | *Ni(p,n)®Cu | **Cu-ATSM [45] Hypoxia
kimutatasa
**Cu-TETA-OC [45] | Szomatosztatin-
analog
®Ga | 89,1 | 67,7min | 1,89 | ®*Ge/**Ga *Ga-DOTA-TOC/ | Szomatosztatin-
%®Ga-DOTA-TATE/ | analég
%Ga-DOTA-NOC
[46]
*Ga-DOTA- Kemokin-receptor
CPCR4-2 [47] CXCR4 kimutatasa
**Ga-PSMA [48] Prosztata tumorok
kimutatasa
“Rb [ 955 |1,3min |3,15 | ¥*Sr/*Rb “RbCl [49] Myocardialis
perfizio
%zr [ 22,7 | 785h 0,90 | ®Y(,n)®zr | *zr-trastuzumab HER2-receptor

[50]

kimutatasa

Mindemellett a PET-radiofémek egy része a SPECT **™Tc-radionuklidjahoz hasonléan

ciklotron helyett izotopgeneratorok segitségével is elérhetd (pl. **Sc, %Ga, 3°Rb), amely

figyelembe véve, hogy a SPECT vilagszintii elérhetdségéhez a vizsgalohelyen, generatoron

keresztlil elérhetd radionuklid-hozzaférés jelentésen hozzajarul [21], a PET-radiofémek
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felhasznalhatdsagi korének boviilése a PET, mint leképezési technika tovabbi terjedésének

fontos tényezdje lehet.

A 2. tablazatban feltlintetett izotopok felhasznalasi teriiletét fizikai tulajdonsagaik jelent6sen
befolyasoljak. Rendkiviil rovid felezési ideje miatt a **Rb-izotoppal nem lehetséges hosszabb
jelolési protokollok, esetlegesen hosszabb biodisztribicioja jelolt molekulaval valo targetalas
és leképezés. A 68Ga-izot(')p felezési ideje azonban mar jol illeszkedik kisebb peptidek
farmakokinetik4jahoz. A *Cu izotép csak ciklotronban 4llithaté el6, azonban *°F-izotopéhoz
kozelitd B -energisja kisallat-PET leképezések végrehajtasakor is jo felbontast tesz lehetdvé
[51]. A ®2Zr hosszabb felezési ideje mar antitestek vizualizacidjat is lehetévé teszi, hiszen

injektalast kovetden napokig kovethetd a radiofarmakon a szervezetben [52].

A PET-radiofém-izotopok koziil a ®Ga-jelslt radiofarmakonok keriiltek a tudomanyos
érdeklodés kozéppontjdba a 2000-es évektdl kezdve részben kedvezd fizikai-kémiai

tulajdonsagaik, részben a jel6l6 izotop generatorbol vald elérhetdsége miatt [53].
3.2.A gallium 68-as tomegszamu radionuklidja

3.2.1. ®Ge/*®*Ga-generatorok

A generatorbol kinyerhetd gallium-68 anya-radionuklidja a germanium-68, melynek
eléallitisa a *Ga(p,2n)®Ge  magreakciéval torténik. A folyamatot ®°Ga-ban dusitott
targetanyag vagy természetes gallium besugarzasaval valositjak meg, mely legalabb 60%
69Ga—izot(')pot tartalmaz. Az anya-nuklid viszonylag hosszu felezési idovel rendelkezik
(t12 = 270 nap), ennek megfeleléen a hossza generator-életid6 a gallium-68 alkalmazasa soran
jelentds pozitivum [54]. (Itt azonban megjegyzendé, hogy a hosszu generator-életidé a
radiogyogyszergyartas szempontjabol potencialisan kritikus pontokat is tartalmaz gy, mint a
sterilitds és az eludtum mindségének fenntarthatésiga a hosszu haszndlat alatt, illetve a

radiolizis miatt.)

A 68GelesGa—generétor prototipusa, az un. ,,positron cow”, 1960-ban Gleason altal kertlt
leirasra [55], mely még folyadék-folyadék extrakciot és hozzaadott stabil Ga''-oldatot
alkalmazott a hatékony Ge/Ga elvalasztashoz. Ezt Al,O5 alaptu szilard-fazisti kromatografias
generatorok kovették [56;57], melyek nagy hatékonysaggal, hozzaadott hordozoé nélkiil voltak
alkalmasak ®®Ga el6allitasara, ehhez azonban EDTA-val torténé elaciot alkalmaztak. Az igy
nyert ®®Ga-EDTA-val zajlottak korai kisérletek agyi leképezések végrehajtasara [58], azonban

az EDTA-s elucié egyben korlatot is jelentett a tovabbi radiofarmakologiai fejlesztésekhez,

11



mivel a kémiailag inert EDTA komplexbdl (logK = 21.0) a radionuklid kinyerése nehezen
volt megvalosithatd. A tovabbi jelolésekhez, kiterjedt felhaszndlashoz kationos forméban pl.
akvakomplexben vagy hasonld vegyes viz-klorid/viz-hidroxid komplexben volt az izotdpra
sziikség. A generator-fejlesztés tovabbi évtizedei soran felismerték azonban, hogy Me'VO,-

tipustt matrixok (Me=Sn, Ti, Zr, Ce, stb.) potencidlisan alkalmasak a %Ge' adszorbalasara
[59].

A modern ®Ge/*®®Ga-generator torténete az oroszorszagi Obninsk-bol eredeztethetd, ahonnan
az els6, uj tipusi, kereskedelmi forgalomban is elérheté ®*Ge/*®Ga-generator szarmazik [59].
Ezt kovetben tovabbi gyartok léptek a piacra 2008-t0] kezd6déen (Eckert & Ziegler, IDB
Holland — iThemba LABs disztributora, késébb ITG — 3. abra), melynek kszonhetéen a ®°Ga
ma mar széles korben hozzaférhetd. Az j tipus generatorok mar TiO,- vagy SnO;, esetleg
szerves gyanta alapi 6lom-boritasu, hordozhatd kromatografias oszlopok, ¢és kezdetben 70-

80%-0s hozammal elualhat6 roluk a ®Ga-izotop kationos forméban [59].

A)

C)

§

%M’GOM Generato! _',/

N

3. 4bra: Kereskedelmi forgalomban elérhetd ®Ge/®*Ga-generatorok [60]: A) Cyclotron Co. (Oroszorszag
(eurdpai forgalmazo: Eckert & Ziegler), B) Eckert & Ziegler (Németorszag), C) ITG (Németorszag) D) iThemba
LABS (Dél-Afrikai Koztarsasag)
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3.2.2. Generatorrél elualt **Ga-oldat

A modern ®Ge/®Ga-generatorok a ®Ge 270 napos felezési idejének kdszonhetSen 1 évig
vagy akdr tovabbi is hasznos mennyiségii aktivitast szolgaltatnak [53], és roluk a *®Ga-izotop
néhany oranként eludlhatd. Ahogyan az a 4. abran is lathato, a megel6z6 elualast kovetden
~68 perccel az egyensuly 50%-a mar bedll, mely 4 6raval az eliciot kdvetden 90%<, illetve 8

oraval az eluciot kovetéen a generatorban a ®*Ga-aktivitas egyensulyban van (99%<) [61].

100 -

[2)] ~
(=] 3]
1 1

N
(3]
1

% %8Ga-aktivitas

0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

1dé ()

4. abra: *®Ga-aktivitas elméleti ndvekedése (%) ®°Ge/*®Ga-generatorban eluciot kovetéen [61]

Annak ellenére, hogy a 68Ga—jelélések elméletileg egy egyszerli fémion — kelatoregység
kozotti komplexképzés — azaz egy egylépéses — reakciobol allnak, a ®*Ga-aktivitds generator-
eluatumon keresztiil valo elérhetdsége tobb szempontbdl is hatraltatd tényezot jelent az igazan

egyszerlen kivitelezhetd, hatékony, akar kit-alap jellési protokollok kidolgozasahoz [53]:

- A generator-eluatum mindsége hosszabb tavon csokken, huzamosabb id6 utan megnd
benne a *®Ge-szennyezés (attorés) mértéke

- A 68Ge/GSGa-generéLtor sem kémiailag, sem radionuklidosan nem tiszta, pl. Zn, Fe ¢€s
egyéb szennyezOk [62] (matrixbdl eredé fémek, Ti, Sn, tovabba Cu, Al illetve a mar
emlitett ®*Ge) mutathatoak ki beldle; az emlitett fémionok potencialis kompetitorok a
komplexképzés soran

- Az erdsen savas kozeg, melyben a %8Ga-aktivitas elualhato, protondlhat olyan funkcios
csoportokat, melyek a hatékony kelatképzést akadalyozzak, tovabba a relative nagy
elucios térfogat (milliliteres nagysagrend) noveli a prekurzor-igényt a jeldlési reakciok

soran.

A fémszennyezOk eltavolitdsara/mennyiségiik minimalizaldsara tobb modszer ismeretes az

irodalomban:
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a.) Kationos tisztitas: Ezt a modszert elsdsorban TiO,-alapt generatoroknal alkalmazzak, ahol
alacsonyabb HCI koncentracioval zajlik a generator-elucio. Az eluatum *°Ga'’, Fe'', zn",
illetve Ti'" tartalmat erés kationcseréld (SCX)-oszlopon adszorbealjak, mig a ®*Ge'V-tartalom
az atmend folyadékfazisban marad. Ezt kovetden 80% aceton/0,15 M HCl-oldattal moshatoak
a fémszennyezOk az oszlop feliiletérl. A ®Ga"' ezt kovetden kvantitativ mennyiségben
elualhato 98% aceton/0,05 M HCl-oldat eleggyel. Az aceton-tartalom eltavolitasa ezutan a

jelolési eljaras soran torténik [63].

A szakirodalomban elterjedtebb fentiekben leirt médszerrel szemben az egyszeriibb eluatum-
kezelés, szerves oldoszertartalom és a hatékonysag novelése érdekében Schultz és mtsai [64]

SCX alapu tisztitast javasolnak alternativ 5 M NaCl-oldattal torténd elucidval.

b.) Anionos tisztitds: A modszer alkalmazésa sordn a generator-eludtumot, erdsen koncentralt
(30%) HCl-oldattal elegyitik, melynek koszonhetéen az oldatban [*®GaCls]” komplex
képzédik, mely erds anioncseréld (SAX) oszlopon — a ®Ge'" elvalasztasaval parhuzamosan —
adszorbealhat6. A SAX-oszlopot ezutan 5,5 M HCl-oldattal mossak, nitrogénnel atfuvatjak;
majd a *®Ga-aktivitas kis mennyiségli vizzel elualhaté [65]. (A vonatkozé publikacioban

egyéb fémszennyezOk mérése nem kertilt leirasra.)

c.) Frakcionalas: Az eljards soran a 6BGe/68Ga-generé1‘[01r eludlasa sordn az eludtum
legmagasabb aktivitds-koncentracioji kb. 1,0-1,5 mL-es térfogati részletét a tobbitdl
elvalasztjak, puffer-oldattal elegyitik és kozvetleniil alkalmazzak a jelolési reakcidkhoz. Ezzel
az aktivitas-koncentracido novelése mellett a szennyezé fémion-tartalom is csokken [61]. A
madszert elsdsorban SnO,-alapli generatoroknadl alkalmazzak, mivel itt a %8Ge-attorés nagyon

alacsony.

3.2.3. Gallium-68 kelatorok

A bioldgiai targetalashoz sziikséges molekuldk gallium-68 izotoppal torténd jelolésének
végrehajtadsahoz a radioizotophoz valdé megfeleld hozzaférésen tal Un. bifunkciondlis
kelatorok (BFC) sziikségesek. Bifunkcionalis kelator lehet azon molekula, mely alkalmas a
radiofémmel vald kelatképzésre és tartalmaz olyan funkcids csoportot, melyen keresztiil a
vektor-egységhez kapcsolhatd [66]. Idealis esetben egy ilyen BFC a kovetkez6, gyakorlati
szempontbol fontos tulajdonsagokkal rendelkezik [67]:
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o Stabilitas: Nagy stabilitisu legyen az adott radiofémmel alkotott komplexe mind
kinetikai, mind termodinamikai szempontbdl. Fontos tovabba, hogy maga a vegyiilet
kémiai szerkezete kémiailag ne legyen bomlékony.

o  Gyors komplexképzés a jeloleshez hasznalt radioizotop, az ilyen tipusu reakciokban
szokdsos koncentraciotartomanyban is hatékonyan miikédjon: lehetdség szerint
alacsony homérsékleten, alacsony ligandkoncentracid6 mellett, nagy sebességgel
menjen végre a komplexképzési reakciod (Idealis esetben a komplexképzés nanomolos
koncentracio mellett szobahdmérsékleten, perceken beliil lezajlik.)

o Szelektivitds a jelzéshez hasznalt fémionra: A kelator szelektivitdsa fontos Ga* ionra
nézve annak érdekében, hogy a szérumban jelen 1évé pl. Ca®*, Mg®*-ionokkal
megelézziik a komplexben a radiofém cseréjét ezekre az ionokra (atkelalodas) in vivo,
vagy a *®Ga®* bomlasabol szarmazo Zn?*-ion ne rontsa a jeldlés soran a radiokémiai
hozamot.

o Lehetoség konjugaciora: A keldld dagensnek olyan funkciés csoporttal kell
rendelkezésre, mely lehetdvé teszi a targetald vektorral torténd kovalens kapcsolodasat
a komplexképzés szignifikdns csokkenése nélkiil.

o Hozzaférhetoség: lehetdség szerint egyszertl, olcso, gyors kémiai szintézissel legyen

eléallithato.

A témaban ko6zolt irodalmat attekintve szamos, 68Ga-j elolésre potencidlisan alkalmas kelatort
talalunk. A szakirodalomban altalanosan alkalmazott ezen kelatorok ,,nyilt lanca” és ,,gylirts”
csoportokra tortént felosztasa, mely elsésorban nem a kelatorban fellelheté funkcios
csoportok, hanem a kialakuld komplex szerkezetéhez igazodik. Gytris kelatorok esetén a
kelat a makrociklus funkcids csoportjainak segitségével alakul ki és a fémion a makrociklusba
1ép be. Nyilt lanct kelatorok esetén ilyen gyiirii nem veszi koriil a fémiont a komplexben. A
felosztas 1étjogosultsagat az adja, hogy az Gn. gytiriis kelatoroknal nagyobb termodinamikai
stabilitds érthetd el, illetve a makrociklus tagszdma és funkcidés csoportjai bizonyos
szelektivitast is jelentenek arra nézve, hogy milyen méretli fémionnal képesek kelatképzésre.
A nyilt lancu kelatorok esetén viszont kisebb energia kell a kelat létrejottéhez, nincs
energiagat a gyiriibe valdo belépéshez, igy a komplexképzés gyorsabb lehet.Ugyanakkor
termodinamikailag kevésbé stabil kelatorokat taldltak a csoportban, valamint a fémion-

szelektivitas is kisebb [66].
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Az elsok kozott vizsgalt nyilt lanca kelatorok bar alkalmasak voltak a %®Ga-mal kelatképzésre,
azonban gyakorlati alkalmazasukkal kapcsolatosan kinetikai stabilitasi (DFO) [68;69], illetve
kémiai stabilitasi (merkaptan-tartalmt ligandok) [70;71] problémak meriiltek fel. A nyilt
lanct kelatorok koziil elényOs sajatsagokkal rendelkezik a HBED-CC [72], mely stabil
komplexet képez ®®Ga-mal [73] és prosztata-specifikus membran antigénnel kapesolva a ®Ga-
HBED-CC-PSMA radiofarmakont prosztatarak kimutatasra mar klinikai kortilmények kozott
is alkalmazzak [74]. Igéretes nyilt lanch kelator csaladd még a DEDPA és szarmazékai,
melyekkel még preklinikai kisérletek zajlanak [75]. Néhany nyilt lanct kelator szerkezeti

képlete az 5. abran lathato.
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5. Abra: Néhany *®Ga-izotoppal torténd komplexképzésre alkalmas, nyilt lanca kelatormolekula szerkezeti

képlete: DFO, merkaptan-tartalmn ligandok (6SS, NS3), DEDPA, HBED-CC

A nyilt lanca kelatorokhoz képest nagyobb sikerrel keriilnek jelenleg is alkalmazésra a *¥Ga-
jelolt radiofarmakonok esetében az aza-makrociklus alapu gytirlis kelatorok. Eldnytik, hogy
altalaban nagyobb termodinamikai és kinetikai stabilitasi komplexet képeznek a
radiofémmel, illetve, hogy a ciklus méretébdl adéddan a gylirli belsejébe belépd fémion

méretére szelektivitast mutatnak [67].

Annak ellenére, hogy kémiai tulajdonsagait tekintve mar hatékonyabb aza-makrociklus is
rendelkezésre all *®Ga-kelatképzésre, a klinikumban leggyakrabban alkalmazott ®Ga-
farmakonok DOTA kelatort tartalmaznak. Ez részben annak kdszonhetd, hogy a DOTA, mint
kelator a modern 68GelesGa-genere’l‘[orok megjelenésekor mar ismeretes volt lantanoidakkal
kapcsolatos koordinaciés kémiai kutatdsokbél [67;76], masrészt a °°Ga-DOTA-jeldlt
szomatosztatin  receptor-analogok (TOC, NOC, TATE) a neuroendokrin tumorok

diagnosztikdjaban ma is alkalmazott nagyjelent6ségli radiofarmakonok [46]. A DOTA
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azonban 8 donoratomjaval jobban illeszkedik nagyobb kationokkal (trivalens lantanoidak,
Bi**, Y, Sc*) valo komplexképzéshez, mig a Ga®* koordinaciés szama 6, melynek
megfeleléen a Ga®'-mal valé kelatképzés lassabb kinetikat mutat, és emelt hémérsékletet
igényel [77:78], a jeldlés szobahémérsékleten rendkiviil lasst, mely a *®Ga-izotop felezési
idejével nem Osszeegyeztethetd, amennyiben magas jelolési hatékonysagot szeretnénk elérni.
Ennek megfeleléen a szelektivitidsa is alacsonyabb ¢és magasabb ligand-koncentracid
sziikséges a kompetitor fémszennyezok melletti hatékony kelatképzéshez a radiokémiai
koncentracioban jelen 16v8 Ga-mal [76]. Tovabba, a DOTA vizes oldatban viszonylag
gyenge savként viselkedik (pKa 4,68) [79], melynek megfelel6en erésebben savas kdzegben
protonalodik és nem tartalmaz negativ toltésti funkcids csoportot a kationnal vald kénnyebb
komplexképzéshez. Ezzel dsszhangban jelolési pH optimumot DOTA esetében 3 és 4 kozotti
tartomanyban talalunk [80], ebben a pH tartomanyban azonban a vizes oldatban a gallium
tartalom még nanomolos koncentracioban is kolloid oxid/hidroxid fazisba 1ép, mely a jel6lési
folyamatot akadalyozhatja.(ld. 6. abra) Habar maga a pH 3 — 4 tartomanyba esé optimum
onmagaban nem feltétleniil lenne probléma a jel6lési reakciok kivitelezésében, ugyanakkor az
alacsony szelektivitds ezen keldtor esetében magas kelator-koncentraciot ¢és emelt
hémeérsékletet igényel, mely Osszességében szuboptimalis specifikus aktivitassal rendelkezd

terméket eredményezhet.

100 [Ga(H,0),]

[Ga(OH),] (Ga(OH)J

(o)
o

Abundance of the species / %

6. abra: Ga"' kémiai formainak megoszlasa vizes oldatban a pH fliggvényében (cg, = 2mM, 0,15 M NaCl, 37°C)
[81]

Az ,idealis” kelator felé egy Iépéssel kozelebb jutunk, ha a DOTA 1,4,7,11-
tetrazacyclododekan vazat 1,4,7-triazaciklononan vézra cseréljiik. A gylrli megfeleléen

szubsztitualt funkcios csoportjaival jutunk el a NOTA [82] kelatorhoz és szarmazékaihoz
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(NOTGA [83], NODASA [84], NODAGA [85], NODAPA-OH [86], NODAPA-NCS [86]),
melyek a Ga®*'-ionnal mér szobahémérsékleten is jeldlhetéek, vagy a DOTA-hoz képest

alacsonyabb ligandkoncentracioval jelolhetéek emelt hémérsékleten [80].

A NOTA foszforossavval torténd elsé modositasait ®’Ga-mal valé komplexképzésre Parker és
mtsai {rtak le [87;88] az 1990-es években. Foszforossavas modositast az 0 tipust *Ge/*®*Ga-
generatorok megjelenését kovetéen Notni €s mtsai alkalmaztak egy 0j kelator, a TRAP-Pr
szintézisére [67], mely kivalo sajatsagokat mutatott ®Ga-jeloléssel kapcsolatosan és harom
karboxil-csoporttal is rendelkezik, mely alkalmas biomolekulaval valo kapcsolasra, igy mar
trimer [89;90] és bimodalis [80] kisérleti radiofarmakonok is Ileirasra keriiltek vele
kapcsolatban. Hasonlo foszforossavas szarmazék tovabba a NOPO [91;92], mely szintén
kivalo jelolési sajatsagokkal rendelkezik és egyetlen karboxil funkcids csoportjanak
koszonhetden monomer kelator-vektor adduktok szintézisére kinal lehetdséget. Néhany

gylirlis szerkezetli kelator szerkezeti képlete a 7. abran lathato.
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7. bra: Néhany *®Ga-izotoppal torténd komplexképzésre alkalmas, gyliriis szerkezetii kelatormolekula

szerkezeti képlete: DOTA, NOTA, TRAP-Pr, NOPO.

3.3.Mikrofluidikai jelolések, radiogyogyszerészeti felhasznalasuk
Mind a klasszikus PET-izotopokkal (**C, **F), mind pedig 68Ga—izot(')ppal végzett jelolések
soran a tradicionalis radiokémiai eszkoztdr 4ll rendelkezésiinkre a szintézisek
végrehajtasahoz, a szintézisek automata vagy félautomata rendszereken, milligrammos
mennyiségli prekurzorokkal milliliteres oldattérfogatban zajlanak, mely lehetévé teszi a
reakciokozeg megfeleld elegyitését, kezelését [93]. Ezek a szintézisek jol reprodukalhatdoan
elkiilonitett gyartasi tételekben (batch alapon) zajlanak megfeleld hozammal és rovid
reakcididOkkel, rdadasul szamos modul a szabalyoz6 hatésagok ¢és a Helyes Gyartasi

Gyakorlat (GMP) elvarasaival 6sszhangban miikodik [94;95].
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Kiemelend6é azonban az is, hogy a megfelel6 sugarvédelemhez ezeket a rendszereket
nagyméretli, 6lomarny¢kolt fiilkékben sziikséges elhelyezni. Tovabba a szintézisek sordn a
radioizotép pikomolos tartomanyban keriil alkalmazasra [96] a mar emlitett milliliteres
térfogatban, igy koncentracidja a prekurzorénal nagysagrendekkel kisebb, mely a jel6lési

reakciok hatékonysagat csokkenti.

A mikrofluidika egyik definiciéja alapjan leirhatdo a folyadékok mikrométeres méretii
csatornakban torténd manipulalasara szolgaldo modszertan [97]. A mikrofluid technologiak
kutatdsa az 1980-as években indult azzal a céllal, hogy a kémiai reakciok szelektivitasat,
hozamat noveljék, és ezzel parhuzamosan csokkentsék a reakcioidét és a felhasznalt
reaktansok mennyiségét [98;99;100;101]. Ennek megfeleléen a mikroreaktorok alkalmazasa
szamos eldnyds tulajdonsagot kinadl biomolekuldk radiojelolésének megvaldsitasara
[93;102;103] tgy, mint nagyon kis térfogatok hatékony kezelése, megfeleld elegyitése, gyors

hoatadas, a rendszer konnyebb arnyékolhatdsaga, kisebb felhasznalt anyagmennyiség.

PET-radionuklidok jelolésére szamos mikrofluid rendszer leirasa taldlhaté az irodalomban,
melyek kozott mar talalhato kereskedelmi forgalomban elérhetd mikrofluid szintézisplatform
is [104;105;106]. Az eddig tanulmanyozott mikrofluid rendszereket kétféleképpen
csoportosithatjuk [107]; az egyik csoportositasi lehetéség a mikrofluid rendszerekkel
kapcsolatosan az alkalmazott hardverek tipusabol adodik. Ennek megfelelden beszélhetiink

kapillaris alapu, hibrid és chip alapt mikrofluid rendszerekrol.

A csoportositas masik modja torténhet a reagald oldatok kezelése alapjan, igy beszélhetiink

folyamatos aramlasos és batch alapi mikrofluid rendszerekrél [107]:

o Folyamatos aramlasos rendszerek: A szintézis végrehajtdsa soran minden részlépés
(elegyités, melegités, hiités) egy elére definidlt folyadék utvonal mentén torténik.
Meghataroz6 paraméterek a rendszerben aramlé folyadék sebessége, illetve az aramlo
folyadék geometridja. A rendszer elénye, hogy rendkiviil flexibilis, tovabba, hogy
Kisebb és nagyobb mennyiségii termék is eléallithato a segitségével. Hatranya azonban
a magas nyomas/dugulasveszély a rendszerben, nagy kontaktfeliilet az aramld
folyadék és a folyadékot vezetd rendszer kozott (esetleges visszamarado aktivitas).

e Batch alapu/megallitott aramlasu rendszerek: A rendszert tigy alakitjak ki, hogy a
reagald oldatok elegyitése és reakcidja az aramoltatott folyadék bizonyos funkcios
elem(ek)ben torténd ledllitasakor torténik. Itt a reakcid szempontjabol fontos

paraméter a vonatkozo elemben mérhetd tartozkodasi id6. A nagyfoka integraciobol
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kovetkezé hatranya ezen rendszereknek, hogy kevéssé rugalmasak, illetve

Osszedllitasuk (a megfeleld elemek kivalasztdsa, gyartasa, Osszeallitasa, vezérlése)

technikailag rendkiviil 6sszetett feladat.

Pascali és mtsai osszefoglaldja [101] a folyamatos aramlasos rendszerekre az MCS - micro-
channel system, mig a batch alapu rendszerekre, mint a konvenciondlis reaktorokban torténd
szintézisek miniatiirizalt analdgjaira az MVS — micro-vessel system megnevezést javasolja.

Mindkét rendszer esetében taldlunk példat klasszikus radiofarmakonok mikrofluid

szintézisére, mint példaul a **F-FDG (Id. 8. abra)

/._J

—_— -
= KCOy KF aXx='% =
i. Concentration of fIUOide ———————————————— i “.m“". b:X="F IS

Bl Regubrvave | ————— @:) _—
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B3 forpump Eig
A

1.An < A
[Dm b PR 3 »3}) &2

8. abra: “®F-FDG szintézisére is tesztelt MCS [108] (fent) és MVS [109] (lent) rendszerek felépitése

PET radiofémekkel kapcsolatosan azonban a rendelkezésre allo informacidk korlatozottak,

kevés tanulmény foglalkozik ®*Cu, illetve ®®Ga-jelolésekkel és azok is inkabb a MVS alapt

technikat részesitik elényben [110;111]. (9. abra)

20



(b) i Floor (Glass)

P —
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9. abra: PDMS-mikroreaktor %Cu-, illetve ®*Ga-jelslésekhez[110]

Wheeler és mtsai [110] PDMS-chip alapt reaktorban végeztek batch-szintéziseket **Cu-
DOTA-c(RGD1K) eldallitdsara, illetve ehhez hasonl6 PDMS-chip alapu szintézis-moddszert
irtak le Zeng és mtsai [111] DOTA-RGD, NOTA-RGD és DOTA-BSA jelolésére Cu-64 és
Ga-68 radionuklidokkal. Ezekben a tanulmanyokban a PET-radiofarmakonok hatékony
szintézisét ismertették gy, hogy magasabb reakcidhozamot sikeriilt elérni a mikrofluid
jelolési modszerekkel, mint a hagyomanyos jellési technikdval. A szerzék nem-radioaktiv
fém adagolasaval allitottak be a pontos fémion koncentraciot - és igy a kelator/fémion aranyt -
, 1lletve hozzaadott hordozé nélkiil is végeztek kisérleteket. Vizsgalataik soran azt talaltak,
hogy kvantitativ jelolések eléréséhez jelentds kelatortdbblet sziikséges, melyet hordozo

hozzaadasa mellett optimalizaltak.

3.4. BGa-izotoppal jelolt molekulak PET leképezéshez

A %®Ga-PET a nagyszamu, egyre hatékonyabb kelatorrendszerek rendelkezésre allasaval, az
izotop 8Ge/*®Ga-generatorokbdl valo  konnyl  elérhetdségével, illetve az eludtum
koncentralasaval és tisztitasaval Oriasi fejlodésen ment keresztil. A megnovekedett
érdeklodéshez és a fokozodo intenzitasi kutatashoz a 2. tablazatban is emlitett
szomatosztatin-receptor analogok attor6 klinikai sikere is hozzajarult. A fejlesztések jelentOs
részben a 9ngC-jeli')lt radiofarmakonok 6rokségén, részben pedig 01j utakon rendkiviil széles
skalan zajlanak, ennek megfeleléen 68Ga-jeltilt farmakonokkal kapcsolatos tanulményokat
talalhatunk kismolekulaktél kezdve makromolekuldkon keresztiil egészen nagyméretii
partikulumok jel6léséig [53].

Fontosabb ®®Ga-jelslt radiofarmakon tipusok PET leképezéshez, illetve néhany példa [53]:
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1) Targetdlt radiofarmakonok: A ®Ga-jelolések esetén a jelenleg legszélesebb
radiofarmakon-palettaval rendelkezé csoport. A ®Ga-izotop fizikai tulajdonsagaihoz
igazodva a kisméretii peptid-vektorok kivaldéan alkalmazhatéak PET-képalkotasra a
jelolt konjugatumok gyors in vivo farmakokinetikajanak koszonhetéen. Az ilyen
tipusu leggyakrabban vizsgéalt ¢€s neuroendokrin tumorok diagnosztikajaban
nagyjelentdségli radiofarmakonok a ®Ga-jelolt szomatosztatin-analogok (**Ga-
DOTA-TOC, *®Ga-DOTA-TATE, %®Ga-DOTA-NOC) utdbbival térténd képalkotés

lathato az 10. abran.

10. 4bra: ®Ga-DOTA-NOC PET/CT MIP (maximum intensity projection) (A) és transzaxialis
felvételek (B,C) G2 hasnyalmirigy NET (A, B) és maj metasztazis (A, C) [112].

®Ga-DOTA-TOC alkalmazaséaval tortént tovabba Velikyan és mtsai [113] vizsgalata,
mely kvantitativan elemzi a vizsgalat 68Ga-jelélt peptid és specifikus radioaktivitas

kapcsolatat (Id. 11. abra).
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11. abra: Receptor-kotott és szabad ligand aranya a specifikus radioaktivitas fiiggvényében konstans

radioaktivitas koncentracié mellett [113]
Vizsgélati eredményiik alapjan lathatd, hogy a receptorhoz ko6tddott/szabad ligand
arany azonos radioaktivitds-koncentracid6 mellett a specifikus radioaktivitas
novekedésével ndvekszik, mely informacid targetalt radiofarmakonok tervezésekor
jelentds.
Szomatosztatin-analogokon kiviill szdmos egyéb biologiai vektor °®Ga jelolését
valositottdk mar meg, melyek kutatasa jelenleg is intenziven zajlik. Felsorolasszeriien
néhany ilyen targetként alkalmazott bioldgiai aktiv vegyiilet: bombezin, human
epidermalis novekedési faktor (HEGF), RGD-peptid integrin kimutataséara, vaszkularis
endothelidlis novekedési faktor (VEGF), kolecisztokinin-2, melanocyta stimuldlo
hormon, glucagon-like peptid 1, gonadotropin-releasing hormon, folat, neurotenzin és
neuropeptid Y [53].
Ezek kozott a biologiai targetmolekulak kozott kiilon emelném ki az NGR-peptidet,
mely a CD13/Aminopeptiddiz N makromolekuldhoz kotédik specifikusan, mely
molekularis célpont szdmos tumor €és a tumorok kozelében Ujonnan képzddd ér
endotheliumaban megtalalhatd. A makromolekula szelektiv targetalasara alkalmas
NGR-motivumot in vivo phage display segitségével azonositottak [114], melyet a
doktori munkam soran végzett projektek egyikében mi is vizsgaltunk.
Pre-targetalt  képalkotas:  Ezzel a  metodikaval athidalhaté lehet a
radioimmunterapiaban alkalmazott antitestek lassu farmakokinetikaja, illetve a %Ga-
izotop gyors fizikai felezési ideje miatt fellépd latszolagos ellentmondas. A modszer
Iényege, hogy bispecifikus antitest vagy fehérje segitségével a vizsgalandd

szervezetben pre-targetalast végziink. Ez a molekula egyrészt specifikus pl. az adott
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receptorra, de masodik funkcioja szelektiv a késébbiekben bejuttatand6, radioaktiv
jelet hordozé kismolekuldhoz is, amit majd megfeleld idokiilonbséggel mésodik
lépésként juttatnak a szervezetbe. A két vegyiilet in vivo korilmények kozott nagy
affinitassal kotddik egymashoz. Ilyen technikaju leképezéssel talalkozhatunk akar a
BE_FDG-nél magasabb specificitasu leképezést biztosito Carcino-embrionalis antigén
— bispecifikus antitest — IMP-288 peptid esetén [115].

3) Nem targetalt képalkotas: Ebbe a csoportba sorolhatoak radiojelolt részecskék (mikro-
¢s nanopartikulumok), melyek 68Ga-jelélve alkalmazhatdak véraramlas becslésére
(*®Ga-jelslt human albumin mikroszféra [116]) vagy tidéventillacio (®Ga-jelolt szén
nanorészecske aeroszol [117]).

4) Kis molekulatomegii farmakonok képalkotdishoz: A klasszikus PET-izotopokkal jelolt
radiofarmakonokhoz hasonléan ®Ga esetében is talalunk példat kis molekulatomegli
biomolekulak jelolésére. DOTA ¢és NOTA-konjugalt aminosav-szarmazékokat

alkalmaztak mar sejtproliferacio kimutatasara [118], illetve talalunk példat az FDG

crer

3.4.1. Tumor-neoangiogenezishez  kapcsolodd  képalkotds ¢és az  APN/CDI3
makromolekula

A PET ¢és SPECT alapu képalkotasban a tumorok neoangiogenezisének lokalizalasa féleg

integrin receptorokon keresztiil torténik, de az ij molekularis célpontok felfedezése napjaink

egyik intenziven kutatott teriilete a nuklearis medicinaban [120;121]. Egyik igéretes, mar

gyakorlati fazisba jutott probalkozds az Aminopeptiddiz N (APN/CDI13) expresszidjanak

kimutatasa.

Az APN/CD13 egy membran-asszocialt exopetidaz, melynek szerepe van az angiogenezisben,
masrészt az extracellularis matrix lebontasaban [122], emellett az egyik legigéretesebb target
daganatok ¢és a hozzajuk kapcsolodo érképzés kimutatasara, illetve reményteljes jeldlt anti-

angiogén terapia célpontjaként is [123].

Az aszparaginil-glicinil-arginin (NGR) szekvenciat magukban foglalé peptidek mar korabban
azonositasra keriiltek, mint az Aminopeptidaz N-hez k6t6d6 specifikus ligandok, melyek igy
magasabb detektalasi hatékonysagot eredményezhetnek a neoangiogén erek kimutatdsara,
mint az integrin-specifikus RGD peptidek [124]. Néhany vizsgalat pedig mar azt is
elorevetitette mar, hogy a jelolt NGR peptidek PET (64Cu, 68Ga) ¢s SPECT (gngC)
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izotopokkal jelolve az nuklearis medicindban is hasznos biologiai  vektorként

funkcionalhatnak [121;125].
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4. Célkituzések

A Ga-68 a PET képalkotdsi technika legfontosabb radiofém-izotopjava valt az elmult
évtizedekben. Kedvezd fizikai tulajdonsagai (89% B*; tyz = 67,7 min; Ez(B") = 740 keV) és —
a mas, klasszikus pozitron-sugarzé izotopok (*°F, **C) alkalmazasahoz sziikséges ciklotron-
telepitési koltségekhez képest — olcsd elérhetdsége 68Ge/GSGa—generéttorokon keresztiil
alkalmassa teszi 01 tipusi — a jovoben akar kit alapon is — a vizsgalohelyen eléallitott PET-
radiogydgyszerek bevezetésére. Ehhez azonban el6zetesen sziikséges a kifejlesztends *®Ga-
jelolt radiogyogyszerek gondos megtervezése, megfeleléen optimalizalt szintézise és jol
kortljart preklinikai tesztelése. Kutatomunkdnk soran ezekhez a folyamatokhoz szerettiink

volna hozzajarulni, igy vizsgalatainkkal két fontosabb teriilet tovabbi felderitését céloztuk:

68Ga-jelélésm alkalmas keldtor molekuldk tesztelése, a jelolési koriilmények
optimalizalasa hatékony radioszintézisek megvaldsitasahoz.

%8Ga-jelolt kelator-bioldgiai vektor konjugatumok eléallitasa preklinikai teszteléshez

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

veégeztiik:

Projekt 1: Ga-68 jelolésekhez hasznalt kelatorok vizsgalata tradicionalis, manualis jelolési
metodikaval; az 1,4,7-triazaciklonondn vazas NOTA, NOPA, NO2AP és NOPO rendszerek

0sszehasonlit6 radioanalitikai vizsgalata.

Projekt 2: A Ga-68 jelolések tanulmanyozasahoz hasznalt manualis jel6lési metodika mellett

alternativ, mikrofluidikai jel6lési modszer fejlesztése.

Projekt 3: A Ga-68 jelolések alkalmazéasa bioldgiai rendszerekben torténd leképezéshez,
melyhez bioldgiai vektorként a ciklikus NGR peptidet, bifunkcionalis kelatorként a NOTA-
kelatort valasztottuk, illetve PET-leképezésre vald alkalmassagat a jelolt %%Ga- NODAGA-
[c(RGD),] radiofarmakonnal 6sszehasonlitva tanulmanyoztuk. Az NGR-peptid altal targetalt
makromolekula, az aminopeptidaz N, illetve az RGD-peptid altal targetalt integrin-receptor
megnovekedett méretli expresszioja a tumorok kdrnyezetében zajlo angiogenezisre jellemzé

folyamat, és tudomanyosan megfelelden alatamasztott ismeret.
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5. Anyagok és médszerek

A dolgozatban leirt vizsgdlatok sordn elsddleges eszkozként a reakciok soran keletkezd
oldatok radiokémiai tisztasagat (Radiochemical Purity = RCP) vizsgaltuk, mely
definicidszeriien az adott kémiai formaban jelenlévé radionuklid radioaktivitdsanak
szazalékban kifejezett aranya a készitményben jelenlévd, ugyanezen radionuklid Osszes
radioaktivitdsdhoz viszonyitva. Az igy kapott értékbdl kovetkeztettiink az adott jeldlési
reakcio hatékonysagara. Kvantitativnek 95% feletti radiokémiai tisztasag folott tekintettiik a

vizsgalt reakcidinkat.

Ezzel az értékkel szoros Osszefliggést mutat egy adott termék specifikus aktivitasa, azaz adott
mennyiségli vektorhoz kotott radioaktivitasa, mely meghatarozo lehet a képalkotas
szempontjabol — emiatt is fontos a minél hatékonyabb kelatorok kutatasa — hiszen nagyobb
termodinamikai stabilitasi és elonyOsebb kémiai tulajdonsagokkal rendelkezé kelatorokkal
kisebb anyagmennyiségii vektorhoz lehet azonos radioaktivitast kotni. A szervezetben egy
adott leképezni kivant folyamat mellett fix target (pl. receptor)-mennyiséget feltételezve a
magasabb specifikus aktivitasi készitménytdl magasabb specifikus jelet varhatunk a
leképezéshez, hiszen a receptorhoz kapcsolodd radiojelzett liganodok magasabb aranya,

kedvezObb jel/zaj aranyhoz vezet.

5.1.Foszfin- és karboxil-csoportokkal eltéréen szubsztitualt TACN-vazas kelatorok

68Ga-j elolési sajatsagainak osszehasonlito vizsgalata

5.1.1. Altaldnos informéciok
A projekt soran alkalmazott NOPO és NOTA szintézise az irodalomban mar leirt modszerek
szerint tortént. A kapcsolodo vegyiiletek szerkezeti képlete és szdmozasa az 1. és 2.
reakcidegyenletben keriilt feltiintetésre (1d. 5.1.2., illetve 6.1.1. fejezetekben). Az észter 7 és
az 1,4,7-triazaciklonondn a CheMatech-t6l (Dijon, Franciaorszag) keriilt beszerzésre. Az
NMR spektrumok Bruker (600 MHz), Varian UNITY Inova (400 MHz) vagy VNMRS
(300 MHz) spektrométer segitségével késziiltek. 'H- és >C-NMR esetében t-BuOH-t, mint
belso, 3Ip_NMR esetén 85% vizes H3PO,-oldatot, mint kiilsé standardot alkalmaztunk. Az
elektrospray tomegspektrumok mérése (ESI-MS) Varian lon-trap 500 spekrométer

segitségével tortént pozitiv vagy negativ mérési moédban. A magas felbontasu tomegspektrum

" Az Anyagok és modszerek c. részben leirt vizsgalatokhoz alkalmazott vegyszerek mindegyike legalabb
analitikai tisztasdgu volt, illetve amennyiben gyarté nem keriilt jelolésre, a Sigma-Aldrich termékét alkalmaztuk.

27



(HR-MS) felvétele UPLC/MS rendszerrel tortént, melynek dsszetétele: Accela 1250 kvaterner
gradiens pumpa, LTQ Velos Pro/Orbitrap ELITE tomegspektrométer (Thermo, Waltham,
MA, USA), az oldatok 50% vizes metanolban voltak feloldva. Analitikai mérések a kovetkezo
Osszeallitaisi HPLC rendszerrel torténtek: Beta 10 gradiens pumpa (ECOM, Praga, Cseh
Koztarsasag), Knauer A0285 és Topaz dual-UV detektor (ECOM), Luna RP8, 5 um,
150 x 4,6-mm oszlop (Phenomenex, Torrance, CA, USA), C8-cartridge oszlopot tartalmazé
Security Guard-rendszerrel ellatva (Phenomenex). A mozgéd fazis gazmentesitése DG 3014
degasserrel (ECOM) tortént. Szemipreparativ HPLC-re LCD50K gradiens pumpa (ECOM),
UV-Vis detektor LCD2083 (ECOM), Luna RP8, 10pum, 250x21,2-mm oszlop
(Phenomenex) 0Osszeallitdsu rendszer szolgalt. A projekt sordan végzett radiojeldlési
vizsgalatokhoz Traceselect mindségii viz valamint Ultrapur® HCI és NaOH beszerzése a
Merck KGaA-t6l (Darmstadt, Németorszag) tortént. A 68Ga—megkétést radio-TLC
segitségével szilika-impregnalt kromatografias papirral (Agilent, Santa Clara, CA, USA) és
1 M ag. NH;OAc:MeOH (1:1) mozgotazissal végeztiik. A szkennelés €s értékelés MiniGITA
Star TLC-szkenner (Raytest, Straubenhardt, Németorszag) alkalmazasaval tortént.

A projekt soran alkalmazott kelatorokkal kapcsolatos szerves kémiai szintéziseket NOPA,
illetve NO2AP esetén a Charles University in Prague Department of Inorganic Chemistry
kollégai, mig NOPO esetén a TUM Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Radiochemie munkatarsai
végezték és bocsatottdk rendelkezésilinkre radioanalitikai vizsgéalataink céljara par mg-0s

mennyiségben, a munkacsoportok kozotti kooperacio keretében.
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5.1.2. Ligand szintézisek
1) NOPA szintézise

. Ho/\ _H O . r\_.p
N N c N N d “PTON NP
— — — —9 . H H
</'?'\> \rg ?\l/+ </N\> IH</N OH
H ° < kCOZH l\COZH
1

2 30 & NOPA

1. reakcidegyenlet: NOPA szintézise. Reagensek és alkalmazott koriilmények: (a) (MeO),CHNMe,, dioxan,
105 °C, 4h; (b) tBuO,CCH,Br, dioxan, szobahémérséklet, 1 h; (¢) NaOH, viz/EtOH, reflux, 72 h, 89% hozam
TACN-ra; (d) paraformaldehid, H3zPO,, viz, szobahémérséklet, 12 h, 63%.

a.) (1,4,7-triazaciklononan-1-il)ecetsav szintézise'

30 mL dioxanban 4,00 g 1,4,7-triazaciklononant (TACN) (31 mmol) oldunk, majd 4,40 g
N,N-dimetil-formamid dimetilacetalt (36,9 mmol) adtunk az oldathoz. Az elegyet 105 °C-o0s
vizfiirddben 4 6ran keresztiil melegitettiik, majd hiitottiik szobahdmérsékletre és cseppenként
7,24 g t-butil bromacetatot (37,1 mmol) adtunk hozza. A képz6dott szuszpenzidt tovabbi
10 mL dioxan hozzdadasaval oldottuk és szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil kevertettiik.
Ezutan 20 mL dietil-étert adtunk az elegyhez, a képz6dd sarga, mikrokristalyos terméket
szlrtiik, tovabbi dietil-éterrel mostuk és oldottuk a kovetkezd oldatban: 5,00 g NaOH
(125 mmol) 50% aq. EtOH-oldatban (40 mL). Az oldatot 72 éran keresztiil refluxaltattuk,
majd vakuum alatt szaradasig paroltuk, a maradékot Dowex 50 segitségével tisztitottuk (H'-
forma — oszlopméret ~3 X 20 cm). Az oszlopot vizzel mostuk, a vegyiilet visszanyerését 5%
ag. NHs-oldattal végeztiik. A terméket tartalmazé frakciot beparoltuk, vizben ismét
feloldottuk, majd vakuum alatt szaradasig paroltuk. Ezt az eljarast még kétszer
megismételtiik. A termék sarga olaj formajaban volt izolalhat6 (5,20 g, 89%), mely 4 °C-on
valé 4llas kozben megszilardult. 'H-NMR (300 MHz, D20):5 (ppm) 2.82-2.95 (m,
HO,CCH;NCH,CH;NH, 8H), 3.11 (s, HNCH,CH;NH, 4H), 3.30 (s, CH,CO;H, 2H).
BC{1H} NMR (75.4 MHZ, D20): § (ppm) 43.88, 43.98, 50.09 (s 3%, ring CH>), 58.26 (s,
NCH,CO,H), 180.44 (s, CO,H). MS (ESI, pozitiv mod, m/z): 188.3 [M + H]". Kalkulalt M
(CgH17N30,) 187.2.

TLd. 1. reakcidegyenlet/ *a’, ’b’ és *¢’ reakcid
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b.) 1,4,7-triazaciklononan-7-(karboximetil)-1,4-bisz(metilénfoszfinsav) (NOPA)

. , .t
szintezise*

6,20 g (1,4,7-triazaciklononan-1-il)ecetsavat (4 vegyiilet, 1. reakcidegyenlet 1d. 6.1.1)
(33,2 mmol) oldottunk 36,3 mL 50%-0s aq. H3PO,-oldatban (33,2 mmol), melyhez 1,96 g
paraformaldehidet (65,3 mmol) adtunk. Az eclegyet zart lombikban szobahémérsékleten
12 6réan keresztiil kevertettiik, a paraformaldehid lassan feloldodott. A keveréket vakuum alatt
szaradasig paroltuk, kis mennyiségii vizben oldottuk és az oldatot Dowex 50-re (H*-forma —
oszlopméret ~3 X 20 cm) vittiikk fel. Az oszlopot vizzel eludltuk, az elsé savas frakcid
foszforossavat tartalmazott, a termék késdbbi semleges frakcidkban volt eludlhato. A tiszta
terméket tartalmazd frakciokat gytjtottiik, vakuum alatt szaritottuk és végiil fagyasztva
szaritottuk. A miivelet attetsz6 szilard anyagot (NOPA) (7,209, 63%) eredményezett. 'H-
NMR (300 MHz, D,0): ¢ 3.34 (d, 2JPH = 9.9 Hz, NCH,P,4H), 3.39-3.56 (m, gylri CHj,
8H), 3.62 (s, gylrt CH,, 4H), 3.91 (s, NCH,CO,H, 2H), 7.23 (d, 2JPH = 546 Hz, PH, ;H).
BC{*H} NMR (75 MHz, D,0): & 49.97 (s, gytiri CH,), 51.83 (d, 3JPC = 5.0 Hz, gyiiri CH,),
52.07 (d, 3JPC = 3.8 Hz, gytirt CH,), 56.35 (s, NCH,CO,H), 56.21 (d, 2JPC = 88.0 Hz,
NCH,P), 172.33 (s, COH). *P-NMR (121 MHz, D20): & 16.76 (d, 1JPH = 542 Hz). MS
(ESI, pozitiv, m/z): 366.6 [M + Na]*, 344.0 [M + H]"; kalkulalt M (C1oH23N30gP2) 342.8.
HR-MS (pozitiv mod, m/z): 344.1143 [M + H]", kalkulalt C1oH23N306P,: 343.1062.

Y Ld. 1. reakcidegyenlet/ °d’ reakci6
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1) NO2AP szintézise®

MesSiC o% o
S /—\ o OH
6 Buo,cN N CouBu 8 NO2AP

2. reakcidegyenlet: NO2AP szintézise. Reagensek és alkalmazott koriilmények: (a) HMDSA, 130 °C, 24 h,
kvantitativ; (b) (i) paraformaldehid, HMDSA, 130 °C, 24 h; (ii) MeOH, HPLC tisztitas; 46% (hozam vegyiilet 7-
re); (¢) CFsCO,H:CH,CI, 1:1, szobah6mérséklet.

c.) 1,4,7-triazaciklononan-4,7-bisz(t-butiloxikarbonilmetil)-1-[ metilén(2-

karboxietil)foszfinsav] szintézise

0,260 g (2-karboxietil)foszfinsavat (5 vegyiilet, 2. reakcidegyenlet 1d. 6.1.1) (1,9 mmol) 5 mL
hexametil-diszilazanban (HMDS) oldottunk szaraz iivegedényben argon alatt és az oldatot
140 °C-on (olajfiirdében) tartottuk 24 oran keresztiil, amely a 6 intermediert eredményezte.
0,200 g 7 észtert (2. reakcidegyenlet 1d. 6.1.1) (0,56 mmol) kiilén oldottunk 7 mL HMDS-ben
¢s a 6 intermedier (2. reakcidegyenlet 1d. 6.1.1) hiitott oldatahoz adtuk. 0,050 g, (1,6 mmol)
széritott paraformaldehidet adtunk egyszerre az oldathoz, a reakcidedényt szorosan zartuk €s
az elegyet 130 °C-on (olajfiird6ben) 24 6ran keresztiil melegitettiik, majd lehiitottik 25 °C-ra.
A trimetilszilil-csoportok eltavolitasahoz 5 mL MeOH-t adagoltunk, kis adagokban. A
reakcidelegyet vakuum alatt ovatosan bepdaroltuk, mely sarga olajat eredményezett. A
terméket 200 mg-os részletekre osztottuk és minden részletet 1 mL vizben oldottunk, az
oldatot 0,5-um-es fecskenddsziirdn keresztiil sziirtiik és szemipreparativ HPLC-n tisztitottuk
gradiens modban A (20% MeCN, 20% 0,1 M ag. NH4sOAc és 60% viz) és B (33% MeCN,
20% 0,1 M ag. NH4,OAc és 47% viz) eluensekkel; dramlési sebesség 20 mL/min, gradiens:
100% A-rol 100% B 19 perc alatt. A tiszta terméket tartalmazé frakciot (Rt =5,7 perc)
gyljtottik, vakuum alatt paroltuk és fagyasztva szaritottuk. Kitermelés 0,130 g (46%
tBu;NO,A-ra nézve). "H-NMR (600 MHz, D,0): & (ppm) 1.49 (s, CHs, 18H), 1.87 (m,
PCH,CH,, 2H), 2.41 (m, PCH,CH,, 2H), 2.89 (bs, gytrti CH,, 4H), 3.30 (d, 2JPH=7.5 Hz,
NCH2P, 2H), 3.12 (bs, gytirt CH,, 4H), 3.35 (bs, gytrt CH,, 4H), 3.63 (s, NCH,CO, 4H).

Y Ld. 2. reakcidegyenlet/ *a’ és b’ reakcid

31



BC{"H} NMR (150 MHz, D,0): & (ppm) 27.63 (d, 1JPC = 72.0 Hz, PCH,CH,), 28.03 (s,
CHs), 30.0 (d, 2JPC = 3.0 Hz, PCH,CH,), 47.56 (s, gyiirti CH,), 49.66 (s, gylirti CH,), 53.30
(s, gytirli CHy), 53.77 (d, 1JPC = 88.0 Hz, NCH;P), 56.62 (s, NCH,CO), 84.27 (s, Cq), 172.98
(s, NCH,CO), 181.29 (d, 3JPC = 16.7 Hz, PCH,CH,CO,H). *P{*H} NMR (121 MHz, D,0):
S (ppm) 32.42 (s). MS (ESI, pozitiv, m/z): 508.3 [M + H]", kalkulalt M (C2,H42,N30gP) 507.6.
HR-MS (pozitiv méd, m/z): 508.2797 [M + H]", kalkulalt Ca,H4,N3OgP 507.2710.

d.) 1,4,7-triazaciklononan-4,7-bisz(karboximetil)-1-[metilén(2-karboxietil)foszfinsav]
(NO2AP) szintézise

48,2 mg 8 észtert (2. reakcioegyenlet 1d. 6.1.1) (0,095 mmol) 10 mL vizmentes CH,CIl,: TFA
1:1 elegyében oldottunk ¢és az oldatot sotétben szobahdmérsékleten 12 oOrdn keresztiil
kevertettiik. Az olddszereket vakuum alatt paroltuk a maradékot vizben oldottuk, majd
beparoltuk. Az eljarast kétszer megismételtiik. A kapott anyagot ismételten vizben oldottuk és
az oldatot fagyasztva szaritottuk. A terméket 37,1 mg trifluorecetsav-soként nyertiik vissza.
'"H-NMR (600 MHz, D;0): & (ppm) 2.13 (m, PCH,CH,, 2H), 2.67 (m, PCH,CH,, 2H), 3.45
(d, 2JPH = 5.7 Hz, NCH,P, 2H), 3.50-3.56 (m, gytirtt CH,, 8H), 3.66 (s, gytrt CH,, 4H),
4.14 (s, NCH,CO, 4H). BC{*H} NMR (150 MHz, D,0): & (ppm) 24.72 (d, 1JPC = 92.3 Hz,
PCH,CH,) , 27.01 (s, PCH,CH,), 51.44 (s, gytri CHy), 52.19 (s, 2x ring CH>), 55.01 (d,
1JPC = 96.4 Hz, NCH,P), 57.39 (s, NCH,CO), 116.7 (q, 1JCF = 290.4 Hz), 163.1 (q, 2JCF =
36.5 Hz), 170.92 (s, NCH,CO), 177.14 (d, 3JPC = 13.5 Hz, PCH,CH,CO,H). 'P{*H} NMR
(121 MHz, D20): & (ppm) 43.77 (s). MS (ESI, pozitiv, m/z): 396.1 [M + H]", kalkulalt M
(C14H26N30gP) 395.3. HR-MS (pozitiv, m/z): 396.1534 [M + H]", kalkulalt C14HsN3OgP:
395.1457.

5.1.3. Foszfin- és karboxil-csoportokkal eltéréen szubsztitualt TACN-vazas kelatorok
%Ga-jelslése

A manualisan végzett Ga-68-jeloléseket a Notni és mtsai [80] altal leirt modszer szerint
végeztiik. SnO-alapi ®Ge/*®Ga-generatort (THEMBA Labs, Fokvéros, Dél-Afrikai Kozt.),
elualtunk 1M HCl-val (aq.). A legmagasabb aktivitast (=70 MBq) tartalmazé 1250 ulL-es
térfogatot Osszegyujtottilk, majd HEPES-oldattal puffereltik (800 uL, aqg, 2,7 M). Az igy
elkészitett oldat 90 pL-es részleteit 10 uL jelolendd torzsoldathoz adtuk (pH =3) és 5 percig
95 °C-on vagy szobahémérsékleten inkubaltuk. A pH tovabbi beallitisa aq. HCL vagy agq.

" Ld. 2. reakciéegyenlet/ ¢’ reakcid
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NaOH-oldat alkalmazasaval tortént. A reakcidelegy szobahdmérsékleti vizfiirdoben torténd
gyors hiitését kovetden, vagy a szobahOmérsékleten végzett kisérleteknél megfeleld
idopontoknal mintdkat vettiink és ITLC segitségével szilika-impregnalt kromatografids
papiron (Varian Inc.), 1 M aq NH;OAc/MeOH, 1:1 mozgéfazis hasznalataval mértiik a %¥Ga-
jelolés (%) értéket. A kromatografias papirokat MiniGITA Star TLC-szkennerrel (Raytest)
szkenneltiik ¢és értékeltiik. Minden esetben 95% f016tti radiokémiai tisztasag érték folott

tekintettiik kvantitativnak az adott jeldlési reakciot.
5.2.%Ga-kelatorok komplexképzési reakcioinak mikrofluidikai optimalizalasa

5.2.1. Manualis jeldlések ®*Ga-izotoppal
A manualisan végzett Ga-68-jeloléseket ezen projektben is a Notni és mtsai [80] altal leirt
modszer szerint végeztik — a modszer leirdsdt az 5.1.3. fejezet tartalmazza, annyi
kiilonbséggel, hogy ezen vizsgalatok idején nagyobb radioaktivitds-mennyiség volt eludlhatod
a rendelkezésiinkre all6 generatorrdl, igy a legmagasabb aktivitast tartalmazo 1250 pl-es

térfogatban vizsgalataink soran ~500 MBq radioaktiv Ga-68 izotop volt.
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5.2.2. A mikrofluidikai szintézismodul felépitése ¢s mikdodése
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12. abra: Kapillaris alapa mikrofluidikai rendszer felépitése Ga-68 jeldlési reakciokhoz. 1: KONTRON HPLC

pumpak, 2: Mintatarto Ga-68 oldathoz 3: Automata mintaadagol6 reagensoldatokhoz 4 és 5: Loop injektorok 6
és 7: Fecskenddk dupla fecskend6pumpaban 8: PEEK reaktor (17.5 m x 0.15 mm) 9: Leveg6 termosztat 10:
Kivezetés 11: HPLC pumpak (Waters LC module integrated HPLC system) 12: HPLC oszlop 13: ATOMKI RA
(radioaktivitas) detektor 14: UV detektor (Waters LC module integrated HPLC system) 15: Adatfeldolgozo
modul 16: PC
A mikrofluidikai jelolések elvégzéséhez PEEK-kapillaris alapi mikrofluidikai rendszert
allitottunk 6ssze, melynek felépitése az 12. abran lathato. A rendszerben torténd aramlast két
KONTRON HPLC pumpa (1) biztositotta, amely hordozofolyadékként tisztitott vizet
szallitott. A reakciokhoz a Ga-68 oldatot a (2), mig a jel6lendd reagens-oldatot a (3) szamu
mintatartokbol nyertiink. Minden el6zetesen beprogramozott szintézisciklust a reagensoldatok
loop-ba torténd felszivasa indit ((4) és (5)) a dupla fecskendépumpaban talalhato fecskendék
segitségével. Az automatizalt radiojeldlési reakciok a reaktansoldatok PEEK-reaktorba (8)
torténd egyiittes injektalasaval indultak, melyek elegye a hordozéfolyadék altal hajtva a
légtermosztatba (9) tekercselt PEEK-kapilllarisban végighalad. A terméket tartalmazé
reakcioelegy a (10) kivezetésnél gyiijthetd, illetve — az alkalmazott protokolltol fliggden —
azonnali analizishez online HPLC rendszerre injektalhato (11-15). A rendszert Arduino Mega
2560R3 mikrokontroller kartya iranyitotta. A programkod Arduino programozdsi nyelven

irédott.
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A mikrofluid rendszer tervezését és felépitését Intézetlink munkatarsa, Dr. Szikra Dezs6
végezte, a rendszer tesztelését, illetve ®Ga-jelolésekre valé alkalmazasat a leirt projekt soran

kozosen kiviteleztiik.

5.2.3. Mikrofluidikai jeldlések és online analizis
A manualis jelolésnél leirtakhoz hasonloan a 68Ga-generéttorb(')l nyerhetd legmagasabb
azonos moédon HEPES-oldattal puffereltik. Az igy nyert oldatot a mikrofluid modul
Mintatartojaba (2) helyeztiik. Mivel a modul 1:1-es térfogataranyban képes reaktansoldatokat
keverni, ezért a jeldlendd vizes oldatokat elézetes HEPES-puffereléssel és hozzaadott
HCI/NaOH-oldattal készitettiik oly modon, hogy a végsé HEPES-koncentracié a teljes jel516-
reakcidelegyre ~1.76 M legyen (a manualis jelolés reakcidelegyével megegyez6 modon). A
kelatorok vizsgalata soran a 100-0,01 uM kelatorkoncentracio-savban (Iépték: 100; 30; 10; 3;
1; 0,3; 0,1; 0,03; 0,01 uM) és 1-9 pH-értékeknél (egységnyi 1éptékkel) vizsgaltuk. Az
elokészitett reagensoldatokat a rendszer automata mintaadagoldjaba helyeztik (3). A
mikrofluid jelolések optimalizalasi vizsgalatanal, a reakcidelegyek analitikai értékelését a
reakcioelegy 20 pL-es mintajanak online HPLC rendszerre torténd azonnali injektalasaval
végeztiik. NOTA és NOPO esetében az RCP érték megallapitasihoz Adsorbosphere® XL
SCX oszlopot (250 x 4,6 mm) 5 pm-es szilika (90 A porusméret) hasznaltunk linearis
gradiens elucioval (3. tablazat bal oldal) eluensként vizzel (eluens A), 0,2 M borkésav vizes

oldata (eluens B) és 5% NaCl vizes oldat (eluens C) 1 mL/min aramlasi sebességgel.
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3. tablazat: Adsorbosphere® SCX gradiens elucioja NOTA és NOPO reakcidelegyek (bal oldalon) és Kinetex
XB gradiens elucioja NODAGA-C(RGD), és NOPO-RGD reakcidelegyek (jobb oldalon) vizsgalatahoz.

HPLC elvalasztasi modszer a vizsgalt HPLC elvalasztasi modszer a vizsgalt
Kelatorokhoz kelator-konjugiatumokhoz
Alkalmazott eluensek: viz (A), 0,2 M borkdsav-oldat | Alkalmazott eluensek: 0,1 % H3PO,-oldat (aq.) (A) és
(aq.), pH=2 (B) és 5 % NaCl-oldat (aq.) (C) ACN (B)
Idépont (min) Keverési arany (%) Idépont (min) Keverési arany (%)
0 65% A, 30% B, 5% C 0 100% A
5 65% A, 30% B, 5% C 5 100% A
7 0% A, 30% B, 70% C 7 20% A
13 0% A, 30% B, 70% C 9.5 20% A
9.6 100% A

RGD-konjugatumok esetében, a HPLC-elvalasztashoz Kinetex XB C18 2.6 um 50x4,6 mm
oszlopot alkalmaztunk gradiens elticioval (3. tablazat jobb oldalon) eluensként 0,1% H3PO,-
oldattal (aq) (eluens A), illetve acetonitrillel (eluens B). Az UV detektort (Waters Integrated
LC module Plus) 210 nm-es hulliamhosszra allitva RA detektorral (ATOMKI) kombinalva
alkalmaztunk. Az RCP (%) érték megallapitdsa az RA kromatogramon kapott csticsok AUC

értékeinek bomlaskorrigalt értékelésével tortént.

5.2.4. Modszerdsszehasonlitas
A manualis és mikrofluid jeldlési metodika kdzvetlen 6sszehasonlitasahoz kiilonbozo %Ga-
kotd sajatsagokkal rendelkezd kelatorokat alkalmaztunk. Minden jel6lést a kordbbiakban leirt
protokolloknak megfeleléen végeztiink a kovetkez6 fix paraméterekkel: pH 3,0, 95 °C, 5 min
reakcioidd. A jelolési sajatsagokat széles koncentracidtartomanyban (100; 30; 10; 3; 1; 0,3;

0,1; 0,03; 0,01 uM) végeztiik mindkét moddszerrel.

5.2.5. Multiparametrikus jel6lési optimalizalas
A vizsgalt vegyiileteket széles koncentracidtartomanyban, 100-0,01 uM (Iépték: 100; 30; 10;
3; 1; 0,3; 0,1; 0,03; 0,01 uM) és 1-9 pH-értékeknél (egységnyi 1éptékkel) teszteltiik 5 perces
reakcioidékkel (0,066 mL/min aramlasi sebesség 17,5 m x 0,15 mm PEEK-csében) és allando
reakciohomérsékleten (95 °C). A radiokémiai tisztasagot a mintak online HPLC-re t6rténd
automata injektalasaval allapitottuk meg a korabbiakban leirt Adsorbosphere® XL SCX

oszloppal végzett kationcserés elvalasztasi modszer segitségével.

5.2.6. %Ga-retencié meghatarozdsa a PEEK-kapillaris rendszerben
A radionuklid PEEK-kapillarisrendszerben torténé retencidjat szintén teszteltik. A
korabbiakban leirt (Id. 5.2.1.) ,,szabad” HEPES-sel pufferelt Ga-68-oldatot betoltottik a
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rendszerbe, majd vizes, a mikrofluid jel6lési modszer leirasanal emlitett, HEPES-pufferelt,
illetve HCI/NaOH-oldattal pH beallitott ,,vak” oldatokkal keverve - tehat kelaldo agens
jelenléte nélkiil - dramoltattuk &t a rendszeren. A radionuklid retenciojat a rendszerben a 10-
10 uL HEPES-pufferelt ,,szabad” %8Ga- ¢és ,,vak” oldatok egylittes injektalasa utan gyljtott
kifolyt oldatbdl, illetve 10 uL az automata loop-injektorbdl injektalt teljes ®8Ga-aktivitas
Osszehasonlitdsabol szamitottuk. A gyiijtott oldatok aktivitdsat 90 perc bomlasi idd utan
Canberra Packard Cobra II gamma counter segitségével mértiik. A *®Ga-retenciojat a

rendszerben az egyes pH értékekre kiilon-kiilon vizsgaltuk.

5.2.7. Mikrofluidikai szintézisek ®*Ga-izotoppal
A mikrofluid rendszer teljes radiokémiai szintézisek elvégzésére vald lehetséges alkalmazasat
kombinalt mérési protokoll alkalmazasaval végeztiik, mely mind retencids, mind pedig
radiokémiai tisztasadg vizsgalatokat magaba foglalt a vizsgalat vegyiiletekre. A szintéziseket
10-10 pL térfogatokkal végeztiik (az 5.2.3 részben leirtaknak megfelelden) azonban itt nem
tortént meg a reakcioelegyek injektalasa online HPLC rendszerre. Ezeknél a reakcioknal a
jelolt oldatokat cseppenkénti frakcionalassal gytijtottiik a rendszerbdl kifolyd folyamatos
folyadékarambol. A radioaktivitas értékeket azonnal mértiikk Canberra gamma spektrométer
segitségével az 511 keV energiacsics AUC értékének hasznédlataval. A retencid
meghatarozasara alkalmazott vizsgédlathoz hasonldan a kiinduldsi radioaktivitds %-0S
értékében fejeztiik ki az dsszegylijtott oldatban visszanyerhetd %8Ga-aktivitast. Ezt koveten

az oldat mintajat HPLC-rendszerre injektaltuk a radiokémiai tisztasag meghatarozasahoz.

A szintézis paramétereit (pH, ligand-koncentracio) a NOTA és NOPO multiparametrikus
jelolési optimalizalasi vizsgalatok eredményeire alapozva valasztottuk Ki, illetve az adott
kelatorra vonatkozd azonos paraméterekkel dolgoztunk a neki megfeleld peptid-
konjugatumok, NODAGA-c(RGD);, illetve NOPO-RGD jelolési vizsgalatainal. A reakciokat
minden esetben 95°C-on végeztiik, tovabba NOTA és NOPO esetében csokkend
reakcididovel (5; 2,5 és 1,25 percnél) és végrehajtottunk kisérleteket a rendszerben torténd

aramlasi sebesség (0,066 mL/min helyett 0,132, illetve 0,264 mL/min) novelésével.

A vizsgalatok soran alkalmazott NODAGA-c(RGD); kereskedelmi forgalomban elérhetd, mig
a NOPO analdgként alkalmazott NOPO-RGD-t a TUM Lehrstuhl fiir Pharmazeutische

Radiochemie munkatarsai bocsatottak par mg-0s mennyiségben a rendelkezésiinkre.
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5.3.%%Ga-NOTA-¢(NGR) szintézise és alkalmazasa Aminopeptidiz N (CD13)

receptorok in vivo leképezésére

5.3.1. NOTA-c(NGR) prekurzor eléallitisa ®Ga-jelolésekhez
Rink-Amide MBHA gyantan (0,52 mmol/g kapacitas), linearis, részlegesen védett H-
Lys(ClZ)-Asn-Gly-Arg-Glu-NH, szintézisét végeztilk Fmoc/tBu stratégiaval. A szintézishez
standard Fmoc-védett aminosavak keriiletek felhasznalasra kivéve az N-terminalison 1év6
Boc-Lys(ClZ)-OH aminosav-szarmazékot. A részlegesen védett peptid hasitasat 95%TFA,
2,5% TIS ¢és 2,5% viz (V/V/V) segitségével 3 ora alatt szobahdmérsékleten végeztiik; a nyers
peptidet dietil-éterrel kicsapattuk, majd jéghideg dietil-éterrel atmostuk. A terméket 100%
ecetsavban oldottuk, ezutan fagyasztva szaritottuk. A nyers peptidet szemipreparativ RP-
HPLC-n tisztitottuk, majd a ciklizalast megel6z6en a TFA elleniont Kloridra cseréltiik
piridinium HCI alkalmazésaval. A részlegesen védett linearis peptid ciklizalasa DMF-ben 0,2
mg/ml  peptid koncentraci6 mellett, BOP/HOBt/DIEA hozzaadasaval (a peptid
anyagmennyiségéhez képest 6:6:12 ekvivalens mennyiségben), szobahdmérsékleten, 24 6ra
alatt tortént. Ezutan az oldoszert beparoltuk, a szilard maradékot feloldottuk 0,1 % TFA vizes
oldataban, majd RP-HPLC-n tisztitottuk. Liofilizalas utan a tisztitott terméket deszikkatorban
P,0s folott tovabb szaritottuk, majd a C1Z csoportot is eltavolitottuk HF segitségével (HF- p-
krezol = 10 ml:1 g). A terméket szemipreparativ RP-HPLC-n tisztitottuk. A tisztitott ciklizalt
peptid kémiai tisztasaganak ellendrzése analitikai HPLC-vel tortént, azonositasa pedig ESI-
MS modszerrel (Esquire 3000+ ion trap mass spectrometer Bruker Daltonics, Bréma,
Németorszag). A C[KNGRE]-NH; peptid leirt moédon torténéd eldallitasat az MTA ELTE

Peptidkémiai Kutatdcsoport munkatarsai végezték.

A kész c[KNGRE]-NH; peptid NOTA kelatorral torténd konjugaciojahoz 11,7 mg-t (20
umol) oldottunk 0,9 mL 0,1 M NaHCO; pufferben (pH 9,5). Majd, 12,3 mg (22 umol) p-
SCN-Bn-NOTA-t (Macrocycles Inc., Dallas, TX, USA) feloldottunk 0,1 mL DMSO-ban és
hozzaadtuk a vizes fazishoz. Az elegyet 2 h szobahdmérsékleten torténd kevertetés utan
dolgoztuk fel. Az igy kapott NOTA-konjugalt NGR-analogot (NOTA-c(NGR)
szemipreparativ HPLC segitségével tisztitottuk és az 0sszegylijtott frakciokat liofilizaltuk. A
tisztitott terméket analitikai RP-HPLC segitségével ellendriztiik és ESI-MS (Shimadzu LCMS
IT TOF Mass Spectrometer, Shimadzu Corp., Tokyo, Japan) segitségével azonositottuk.
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5.3.2. NODAGA-[c(RGD),] és NOTA-¢(NGR) jelslése ®Ga-mal
A jeloléshez hasznalt NODAGA-[c(RGD),] peptid-kelator konjugatumot készen szereztiik be
az ABX GmbH-t6l (Radeberg, Németorszag). Korabbi kisérleteinkhez hasonldan a jeldléshez
a Notni és munkatarsai altal leirt modszert alkalmaztuk [80]. SnO,-alapu *®Ge/*®Ga-generatort
(iTHEMBA Labs, Fokvaros, Dél-Afrikai Kozt.), eludltunk 1 M HCl-oldattal (aq.). A
legmagasabb aktivitast (=200 MBq) tartalmazo 1250 pL-es térfogatot 0sszegylijtottiik, majd
HEPES-oldattal puffereltiik (800 uL, aqg, 2,7 M). Az igy kapott térzsoldathoz 100 pL 100 pM
NODAGA-[c(RGD);] aq. oldatot adtunk, majd a keveréket 5 percig 95 °C-on (pH = 3,0)
inkubaltuk. A reakcidelegybél a radioaktivan jeldlt szarmazékot Empore® C18 SD
7 mm/3 mL extrakcios diszk felszinén kotottiik meg. (A diszk felszinét elézetesen 500 pL
EtOH és 10 mL vizes mosassal aktivaltuk). A diszk felszinén megkotott jelolt ®Ga-
NODAGA-[c(RGD),]-t 15 mL vizzel mostuk, majd 500 uL EtOH/0,9% NaCl vizes oldatanak
1:1 aranya keverékével elualtuk. Az eludtum EtOH-tartalmat 5 perces iddtartam alatt
60 mL/min He-aram alatt 95 °C-on paroltuk. A visszamarad6 oldatot tisztitott vizzel 250 uL-

re egészitettiik ki.

Az altalunk eldallitott NOTA-c(NGR) prekurzor esetében hasonld eljarast alkalmaztunk, mely
a Wingler és mtsai [126] altal leirt modszeren alapul. A korabbi modon leirt 1 M HCI (aq.)-
oldattal torténd eltci6 soran 1 mL eludtumot (=160 MBq) gytjtottiink és 1 mL, 1 M natrium-
acetat-oldattal (aq.) puffereltiik. A torzsoldat pH-jat tovabbi NaOH-oldat hozzaadasaval
(10%, 0,2 mL aq.) ~ 4,5-re allitottuk. Az ily médon pufferelt oldathoz 15 uL 1 mM NOTA-
Cc(NGR)-oldatot (aq.) adtunk, majd az elegyet 5 percig szobahomérsékleten kevertettiik. Ezt
kovetden a reakcidelegyet a mar leirt modon aktivalt Empore®™ C18 SD 7 mm/3 mL extrakcios
diszk-en vezettilk at cseppenként. A diszk felszinét ezutan 5 mL vizzel mostuk, majd a
radioaktivan jelolt szarmazékot 0,35 mL EtOH-lal elualtuk. Az elualt oldatot kb. 5 perc alatt
szaradasig paroltuk 60 mL/min He-aram alatt. A jeldlt peptidet 250 uL izotonias sdoldatban

oldottuk tovabbi felhasznalasra.

Mindkét jelolt peptid radiokémiai tisztasdgat (%) HPLC-modszerrel hataroztuk meg (ld.
5.3.3).

5.3.3. Reverz fazisut HPLC moddszerek
A c[KNGRE]-NH; peptid szintézise soran a nyerstermékek és a konjugatumok tisztitasa
KNAUER HPLC rendszeren (KNAUER, Bad Homburg, Németorszag), szemipreparativ

Phenomenex Luna C18 oszlopon (250 mm x 10 mm) 10 um szilikan (100 A poérusméret)
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(Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) tortént. Linearis gradiens elaciot (0 min 5% B; 5 min
5% B; 50 min 50% B) alkalmaztunk 4 mL/min aramlasi sebességgel, ahol az A eluens
0,1%TFA vizben, a B eluens 0,1%TFA MeCN-viz 80:20 (V/V) aranya elegyében. A
csucsokat 220 nm-en detektaltuk. Az analitikai RP-HPLC Gsszeallitasa hasonld elemekbdl
allt, a kromatografias oszlop Phenomenex Luna C18 (250 mm x 4,6 mm) 5 um szilikan
(100 A pérusméret) volt. Mozgdfazisként az elézdekben leirt eluenseket hasznaltuk, linearis
gradiens modban (0 min 0% B; 5 min 0% B; 50 min 90% B), aramlési sebesség: 1 mL/min. A

csucsokat 214 nm-en detektaltuk.

A NOTA konjugalt NGR analdg tisztitisa KNAUER HPLC rendszeren szemipreparativ
Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlopon (150 mm x 10 mm) 10 pm-es szilikaval
tortént 4 mL/min aramlasi sebességgel. Egy rovid izokratikus fazis utan (3 min) linedris
gradiens eluciot alkalmaztunk (3 min 5% B; 25 min 65% B), ebben a szakaszban az A eluens
0,1% TFA vizben, a B eluens 0,1%TFA MeCN-viz 95:5 (V/V) aranyu elegyében, a detektalas

254 nm-en tortént.

A radiojeldlt peptidek mindségellendrzése soran a NOTA-c(NGR) konjugatum tisztitasaval
azonos HPLC rendszert hasznaltunk, illetve azonos eluenseket, azonban ekkor analitikai
Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlopot (250 mm x 4,6 mm) alkalmaztunk 10 pm-es
szilikaval és 1,2 mL/min aramlasi sebesség mellett. A gradiens profil: 0 min 0%, 3 min 0% B;
14 min 40% B volt. A radiojeldlések mindségellenérzése soran radiodetektor és UV detektor

(254 nm) szimultan detektalasa tortént.

5.3.4. %®Ga-NOTA-c(NGR) peptid particios koefficiensének és in vitro stabilitas
vizsgalata

A ®Ga-NOTA-¢(NGR) particiés koefficiensének megallapitasdhoz a radioaktivan jeldlt
vegylilet 1-oktanol és PBS oldat kozti megoszlasanak logP értékeként fejeztiik ki. Kb.
1,5 MBq *Ga-NOTA-c(NGR)-t 10 uL vizes oldatban 0,5 mL PBS (pH =7,4) és 0,5 mL 1-
oktanolt tartalmazo Eppendorf-csovekhez adtuk. Az elegyet 20 percen keresztiil intenziven
kevertettiik, majd 20000 rpm sebességgel 5 percen keresztiil centrifugéltuk a rétegek teljes
szétvalasztasdhoz. Az egyes rétegekbdl 100-100 plL-t kémesdvekbe pipettaztunk, melyek
radioaktivitasat gamma counter segitségével (Perkin-Elmer Packard Cobra, Waltham, MA,
USA) mértiik. A logP értéket 6 kisérlettel allapitottuk meg.

A ®®Ga-NOTA-c(NGR) stabilitasat PBS-oldatban 95°C-on és patkany szérumban 37°C-on
teszteltik. Kb. 8 MBq ®Ga-NOTA-c(NGR)-oldatot pipettaztunk 0,5 mL PBS oldathoz vagy
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patkany szérumhoz és a megfeleld6 hémérsékleten inkubaltuk. El6bbi esetben az oldatot
kozvetleniil hasznaltuk a radiokémiai tisztasdg ismételt megallapitasahoz (ld. 5.3.3.),
kiilonb6z6 idopontokban (0, 5, 30 és 60 perc). A patkany szérum stabilitds értéket szintén
tobb id6épontban mértiik (0, 30, 60, 90 és 120 perc). A vizsgalatokhoz sziikség volt a
megfeleld minta-elékészitésre is. A mérésekhez a vizsgalt torzsoldat 50 pL térfogath részletét
elegyitettik 50 pL hideg absz. EtOH-lal. A kicsapodott frakciot 20000 rpm-en 5 perc
centrifugalas segitségével valasztottuk el. A feliiluszo fazist gyijtottiik, vizzel higitottuk és

reverz-fazisi HPLC segitségével vizsgaltuk a radiokémiai tisztasag valtozasat (Id. 5.3.3.).

5.3.5. Kisallatok kezelése ¢s az alkalmazott tumormodellek
A kisallatvizsgalataink soran alkalmazott allatokat (Fischer-344 patkanyok) konvencionalis
koriilmények kozott tartottuk 1égkondiciondlt szobakban 26 + 2°C hémérsékleten 50 + 10%
paratartalom mellett, mesterséges fényben, 12 h cirkadian korrel. Fél-szintetikus taplalék
(Charles River Hungary Kft., G6dolld, Magyarorszag) és ivoviz ad libitum allt az allatok
rendelkezésére. Az allatok kezelése humanus modon a ,, Guideline for the welfare and use of
animals in cancer research” [127] kritériumainak megfeleld modon a Debreceni Egyetem
Allatkisérleti Etikai Bizottsagatol szerzett engedéllyel (engedélyszam: 22/2007) tortént. A
laboratoriumi kisallatok tartasa és kezelése a magyar torvényekkel (XXVIII/1998. tv.), illetve

az Eurdpai Uni6 vonatkozo eldirdsaival, szabalyozasaval (LXVII/2002) 6sszhangban tortént.

Kisérleteinkhez kémiailag indukalt patkany mesenchymalis mesoblastos nephroma (NeDe)
tumort alkalmaztunk [128;129]. A kisérleti vese tumor Fischer 344 patkanyokbol keriilt
izolalasra, melyek 0jsziilott korban 125 pg/allat N-nitrozo-dimetilamin séoldat i.p. kezelésben
részesiiltek. A tumorok eltavolitasra keriiltek 5-7 honappal a kémiai tumorgenezis utdn, a

tumorok szeletelése és fagyasztasa [130] mellett a NeDe sejtvonal képzése is megtortént
[129].

A sejtvonal alkalmazasaval felndtt him, 200-250 g-os Fischer-344 patkanyokban (n=20)
hoztunk létre tumor-transzplantalt modelleket. Szubkutan allatmodell esetében 5 x 10° NeDe
tumor sejt 150 uL sooldatban kertilt injektalasra a bor ala a bal combba. A tumorndvekedést
tolomércével kovettiik és a tumorméretet a kovetkezd képlettel szamoltuk (legnagyobb atmérd
x legkisebb atmér6?)/2. In vivo kisérleteinket 12 + 2 nappal a tumor sejtek szubkutan
injektalasa utan végeztiik, ekkor a tumortérfogat 1.5 + 0.24 cm®. A masik tumormodell
indukcidjahoz a subrenal capsule assay (SRCA) modszert alkalmaztuk. Itt a sebészi operaciod

célja, hogy tumorsejteket tartalmazo Gelaspon® diszket (Germed, Rudolstadt, Németorszag)

41



helyezziink a bal vese tokja ala. A beiiltetéshez 5 x 10° NeDe tumorsejtet tartalmazo 20 pl
sboldatot helyeztiink Gelaspon® diszkre [128]. Az allatok 3% izoflurannal (erre a célra
szolgald kisallat-altatoberendezésben) torténd altatdsa utdn a retroperitoneum megnyitasa
trtént alhasi bemetszéssel, a bal vese vesetokja ald pedig a Gelaspon® diszket helyeztiik be.
A sebszéleket ezt kovetden kapcsokkal Osszerogzitettiik €s a tumorokat kb. 1,4-1,6 cm?®

térfogatig hagytuk ndvekedni az in vivo vizsgalatok elvégzéséig.

A kisallatok kezelését, leképezését, illetve a biologiai eredmények értékelését az Intézet
Radiobiologiai munkacsoportjaval kooperacidban, Dr. Trencsényi Gyodrgy vezetésével

végeztik.

5.3.6. Leképezés kisallat-PET alkalmazasaval
12 + 2 nappal a NeDe sejtek beiiltetését kovetden kontroll és tumor-hordoz6 patkanyokat
injektaltunk a farki vénan keresztil 7.4 + 0,2 MBq *®*Ga-NOTA-c(NGR)-, illetve **Ga-
NODAGA-[c(RGD),]-oldatokkal. A radiofarmakon beadasa utan 90 perccel az allatokat 3%
izoflurannal (kisallat-altatoberendezésben) elaltattuk és teljes test PET-vizsgalatokat
végeztiink (10 perces statikus PET leképezés minden egyes agy-pozicidban) MiniPET-II
kisallat PET szkenner segitségével [131]. A tumorok anatomiai helyzetének meghatarozasara
CBCT-t (3D Accuitomo, XYZ Slice View Tomograph, I. Morita MFG. Corp, Kyoto, Japan)
hasznaltunk. A Rontgen-sugar csd beallitasai: 60 kVp, 8.0 pA, és 30,8 s felvételi id6

vetiiletenként; voxel méret: 160 pm.

A PET leképezési eredmények adatfeldolgozasahoz a radiofarmakon halmozodasat standard
felvételi értékekben (standard uptake value = SUV) és tumor/izom (T/M) aranyokban fejeztiik
ki. Ellipsoid haromdimenzios térfogatok (Volume of Interest = VOI) keriiltek kirajzolasra a
tumoraktivitds szélei kozelében vizudlis é€szlelés alapjan BrainCad szoftver segitségével
(http://www.minipetct.com). A SUV értékek szamitasa a kovetkezOképpen tortént: SUV =
[ROI aktivitas (Bg/mL)]/[injektalt aktivitas (Bq)/allat tomege (g)], 1 g/mL slrliséget
feltételezve. A T/M arédnyokat a tumor VOI ¢€s a hattér (izom) VOI aktivitasok aranyaként

szamitottuk.

5.3.7. ExVvivo szervi megoszlasi vizsgalatok
A PET leképezéseket kovetd napon a kontroll és tumor-hordozé patkanyokat elaltattuk, majd
74 + 02 MBg ®Ga-NOTA-c(NGR) (kb. 1,9 pg peptid/allat) vagy *®Ga-NODAGA-
[c(RGD)], (kb. 3 pg peptid/allat)-oldatokkal injektaltuk a farki vénan keresztiil. 90 min

inkubacios 1d6t kovetden az allatok 60 mg/kg pentobarbitdl (Nembutal) peritonealis
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crer

az egyes szervekbdl (maj, 1ép, vese, bél, sziv, gyomor, izom tiidé €s tumor) €s aktivitasukat
kalibralt gamma counter (Perkin-Elmer Packard Cobra, Waltham, MA, USA) segitségével
mértiik. A mintak tomege és radioaktivitasa segitségével meghataroztuk DAR (differential

absorption ration) értékiiket.

(halmozott radioaktivitas/g szovet)

DAR =
(teljes injektalt radioaktvitas/testtomeg)

5.3.8. Blokkolasi kisérletek
Ex vivo és in vivo blokkolasi kisérleteink soran a kontroll és NeDe-tumor-hordozo
patkanyokat 200 pg jeldletlen NOTA-c(NGR) 100 pL séoldat (a ®Ga-jelslt peptid kb. 100-
szoros mennyisége) intravénas injekcio formajaban torténé beadasaval kezeltik a *®Ga-
NOTA-c(NGR) beadasa el6tt 5 perccel. A radiofarmakon injektalasat kovetd 90 perccel az ex

Vivo és in Vivo megoszlasi vizsgalatokat a fenti leirasoknak megfeleléen végeztiik.

5.3.9. Western blot analizis
A NeDe sejtvonal és az allatkisérletek soran nyert szovetmintak APN/CD13 expresszidjanak
meghatarozasdhoz Western blot analizist hasznaltunk. A sejteket kozvetlenill, a
szovetmintakat folyékony nitrogénnel fagyasztva mozsarral vald torés utan lizald pufferben
(20 mM Tris—HCI, pH 7.4, 5 mM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil)benzolszulfonil fluorid,
proteaz inhibitor koktél higitva 1:100) dolgoztuk fel. A szonikalas utan kapott mintak protein
tartalmat modositott BCA protein assay (Pierce Protein Biology Products, Thermo Fisher
Scientific Inc. Rockford, IL, USA) segitségével hataroztuk meg. A mintdkon ezutan natrium
dodecil szulfat poliakrilamid gél elektroforézist végeztiink (10 % gél savonként azonos 20-60
pg fehérjét alkalmazva). A fehérjemintdkat atvittik BioBond nitrocelluloz membranra
(Whatman, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag) majd egér-anti-patkany
CD13 (Santa-Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA) antitesttel kotodési probat
végeztiink (1:100 higitds 5%, PBS-t tartalmaz6 oldat). Madasodik antitestként, torma
peroxidazzal konjugalt egér IgG Fc szegmens specifikus antitestet alkalmaztunk (kecskében
termelt, 1:1000, Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, USA). Az immunreaktiv savokat
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce Protein Biology Products)

kemilumineszcens kit segitségével hivtuk el6 ODAK Gel Logic 1500 Imaging System
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(Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) alkalmazasadval. Az azonos betoltés
értékelésre, a membranokon anti-B-aktin antitestekkel jabb kotddési tesztet végeztiink

(1:1000 higitas 5%, PBS-t tartalmaz6 oldat) és hivtuk el azonos mddon.
A western blot vizsgalatokat a DE KK Elettani Intézet munkatéarsai végezték.

5.3.10. Kisallat-vizsgalati eredmények statisztikai analizise
Az adatokat atlag £ SD formajaban jegyezziik legalabb 3 filiggetlen kisérlet eredményeként.
Szignifikanciat Student t test segitségével szamitottunk. A szignifikancia szint p<0,05 ha

nincs masképp jelezve.
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6. Eredmények

6.1.Foszfin- és karboxil-csoportokkal eltéréen szubsztitualt TACN-vazas kelatorok

68Ga-j elolési sajatsagainak osszehasonlito vizsgalata

6.1.1. Ligand szintézisek

A NOPA szintézisét az 1. reakcidéegyenletben feltiintetett médon végeztiik.

[ . H./ \ _H 0, ! 0

N N N__N b L,. \N N/ d \ /\N N
</N\> A N N TN on
H ° < kcc>2H LCOZH

1 2 30 4

1. reakcioegyenlet: NOPA szintézise. Reagensek és alkalmazott koriilmények: (a) (MeO),CHNMe,, dioxan,
105 °C, 4h; (b) tBuO,CCH,Br, dioxan, szobah6mérséklet, 1 h; (¢) NaOH, viz/EtOH, reflux, 72 h, 89% hozam
TACN-ra; (d) paraformaldehid, H3PO,, viz, szobahémérséklet, 12 h, 63%.

1,4,7-triazaciklononant (TACN) reagaltattunk N,N-dimetilformamid-dimetil-acetallal, mely az
aminalis 2 vegyliletet eredményezte. A terméket in Situ monoalkileztiink [132;133], a
létrejové ammonium-s6 a reakcidelegybdl kikristalyosodott. Annak ellenére, hogy
tobblépéses reakcidsorozat végrehajtasa sziikséges, egy reakcidedényben az egymast kovetd
Iépések viszonylag egyszeriien és nagy tételben is végrehajthatéak. A 4 vegyiiletet lagos
hidrolizissel kaptuk 3-bol. A 4 vegyiilet Moedritzer-lrani (foszfo-Mannich) reakcioja
foszforossavval ¢és paraformaldehiddel eredményezte a NOPA vegyiiletet, az N-
monobenzilezett TACN analog reakcidjahoz hasonldéan. Az N-metilezett melléktermékek
képz6dését a reakciohOmérséklet alacsonyan tartasaval minimalizaltuk. A tiszta NOPA
kinyerése ikerionos formaban, egyszerti, erds kationcseréld gyantan torténd tisztitassal tortént,
eltéréen a korabban mar publikalt trisz(foszforossavas) ligand tisztitasatol, jelen esetben a
kationcserélé gyanta az N-metilezett melléktermékektél vald elvélasztasra joval

hatékonyabbnak bizonyult [134].

A NO2AP eldallitasahoz két szintetikus utvonal latszott alkalmasnak. Az elsé megkdzelités
alapjan, az 5 foszforossav reakcioja TACN-1,7-diacetattal (NO2A) és formaldehiddel tomény
HCl-oldatban (aq) emelt homérsékleten (50-70 °C) Osszetett, nehezen szétvalaszthatod
reakcidelegyet eredményezett, nagyrészt az N-metilezett melléktermékek képzddésének

koszonhetden. Emiatt egy alternativ utvonal vizsgalata is megtortént, mely soran a prekurzor
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észter-csoporttal védett N-acetat formajat alkalmazzuk. A reakcid soran a foszfit-intermedier
6 eldallitasa az 5 sav in situ hexametildiszilazan (HMDS) reakci6javal torténik. Utobbi
intermediert TACN-1,7-bisz(t-butil-acetattal) (7) reagaltattuk vizmentes koriilmények kozott,
mely a 8-as észter eredményezte (2. reakcidéegyenlet). Az irodalomban kozolt reakciokhoz
képest [135] ezt az eljarast az egyszeriibb tisztitas és magasabb kihozatal jellemezte. A szilil-
csoportok eltavolitdsa metanollal vald kezeléssel tortént és a szabad, NO2AP kelatorrdl a

véddcsoport-eltavolitast trifluorecetsavval hajtottuk végre.

\\,\mj/ o4~ /__\Oj/OH

) 0SiMes O,
CO,H M833IO
B roows s R T
H &y . o OHN\ N N
Me;Sio HTO% K‘é
. o) OH
S tBuO,C~ > H /\COZtBu 8 NO2AP
N
7

2. reakcioegyenlet: NO2AP szintézise. Reagensek és alkalmazott koriilmények: (a) HMDSA, 130 °C, 24 h,
kvantitativ; (b) (i) paraformaldehid, HMDSA, 130 °C, 24 h; (ii) MeOH, HPLC tisztitas; 46% (hozam vegyiilet 7-
re); (c) CFsCO,H:CH,CI; 1:1, szobahémérséklet.

6.1.2. TACN-vazas kelatorok *®Ga-radiojelslése
A rendelkezésre 4ll6 NOTA, NOPA, NO2AP és NOPO rendszerek 68Ga-j61616 sajatossagait
az 5.1.4. fejezetben leirt modszer alkalmazasdval hasonlitottuk Gssze kiilonb6zd ligand-

koncentraci6 értékeknél, 5 perces reakcioidd alkalmazasaval 25, illetve 95 °C-on. Az igy

kapott ®®Ga-jeldlési értékeket a 13. abran foglaltuk ssze.

100 a5 0¢ 100
- =
Kl "
550 | §50 +
3 2
o [=%
£ £
2 2
—NOPOQ —NOPO
— —NOPA - -NOPA
g - - NO2AP - — NO2AP
~ 37 _ a1 —NOTA ——NOTA
0 T = ; =t 0

0.003 0.01 003 0.1 03 1 3 10 30 100
Ligand koncentracié (uM)

0.001 0.003 001 003 01 03 1 3 10 30

Ligand koncentracid (uM)

13. abra: NOPO, NOPA, NO2AP, illetve NOTA kelatorok jeldlési hatékonysaganak dsszehasonlitasa kiilonbzo

kelatorkoncentraciok alkalmazasaval 25 és 95 °C-on (pH = 3, t=5min, n = 3).
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Mivel a 13. abran lathaté eredmények alapjan minden vizsgalt vegyiilet esetében kozel
kvantitativ hatékonysagot talaltunk 95 °C-on végzett reakciok esetén pH 3-nal 3 uM
ligandkoncentracié mellett, és a 25 °C-on végzett reakcidk soran is sikeresek voltak a jelolési
kisérletek 30 uM ligandkoncentraciot meghalado értékeknél 5 perc reakcididé mellett, ezért
ezeket a koncentraciokat és az 5 perces reakcioidot rogzitettilk a tovabbi vizsgalatainkhoz a
reakciokozegiil szolgald vizes oldat pH-janak és a jel6lési hatékonysag kozotti osszefiiggések
vizsgalatara. A kiilonbozé pH-értékek beallitasa mellett végzett jelolések eredménye a 14.

abran lathato.

100 - 100 -

50 1 50

Komplexalt ®®Ga(%)
Komplexalt ®%Ga(%)

14. abra: NOPO, NOPA, NO2AP, illetve NOTA kelatorok jel6lési hatékonysaganak dsszehasonlitasa kiilonb6zo

pH-értékek alkalmazasaval 25 és 95 °C-on, 30, illetve 3 uM ligandkoncentracié mellett. (t =5 min, n = 3).

6.2.%Ga-kelatorok komplexképzési reakcioinak mikrofluidikai optimalizalasa

6.2.1. Online HPLC rendszerrel kombinalt mikrofluidikai szintézismodul felépitése és
mitkddése

A mikrofluid rendszer automata, szekvencialis miikodése soran kapott tipikus kromatogram,

illetve a mitkkddés soran zajlo folyamatok sematikus jel6lése a 15. abran lathato (fent, illetve

lent). A rendszer felépitése korabban, a 12. abran volt lathato.
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15. abra: A mikrofluid rendszerben torténd *®Ga-jelolések szekvencialis analizise soran nyert tipikus HPLC
kromatogram RA detektorral (fent), azonos idéskalan leirva a kombinalt mikrofluid-HPLC rendszerben zajlo
folyamatok (lent). A szekvencialis analizis két f6 folyamatbol allt; reakcioelegy aramlasa a PEEK-reaktorban —
ekozben az el6z6 injektalds mosasi fazisa a HPLC-oszlopon (A), illetve a radioaktiv komponensek elvalasztasa a
kész reakcidelegybol (B) a kdvetkezo kapcsolddd eseményekkel: reaktansoldatok kezdeti injektalasa (C), a kész
reakcioelegybdl minta injektalasa a HPLC-rendszerre — mindekdzben gradiens NaCl-oldat egyidejii inditasa (D),
%8Ga-NOTA (E) és “szabad” Ga-68 detektalasa (F).

A folyamat 10-10 uL reaktansoldat loop-injektor segitségével torténd Osszeinjektalasaval
indul a PEEK kapillaris rendszerben torténd folyamatosan aramlé folyadékba (a hordozo
kozeg injekcidhoz vald viz). Az aramlas 5 min reakcioid6 esetén 0,066 mL/min, a reaktorcsd
légtermosztatban van elhelyezve. Minden mérésnél 95 °C-ra allitott hoémérséklettel
dolgoztunk és a nagy hdatado feliiletnek, valamint a kivald hévezeté képességének
koszonhetden a hdéeloszlds homogén a reakcidozonan beliil, ugyanakkor, a reaktor végén a
kiaramlo folyadék mar ismételten szobahémérsékletii volt. A reakcio végeztével a folyadékot
egy 20 uL térfogata loop-injektorba vezettilk. Amennyiben online HPLC analizis is tortént,
megfeleld iddzitéssel a kész reakcioelegy mintajat ezzel a loop-pal a HPLC rendszer pumpai
altal fenntartott dramlésba irdnyitottuk. Itt a radioaktiv komponensek elvalasztdsa (nem-
konjugalt kelatorok esetén) Adsorbosphere® XL SCX oszlop segitségével NaCl-oldat-
gradiens segitségével tortént (Id. 5.2.3). Az adatgyiijtés elinditasa a reaktansoldatok
Osszeinjektaldsdval azonos id6ben tortént, igy retencidés idéink az igy kapott
kromatogramokon 9,7 perc — ®®Ga-NOPO, 12,0 perc — ®Ga-NOTA ¢és 15,3 perc ,,szabad” Ga-

68 esetén, ami magaban foglalta a reakcido 5 perces idOtartamat is. (Nettd retencids idok a
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HPLC rendszerre nézve 2Ga-NOPO, ®®Ga-NOTA és szabad ®®Ga esetében sorrendben: 4,7,
7,0 és 10,3 perc.). Az oszlop mosasi fazisa két HPLC injektalas kozott, a kovetkezd ciklus

reakcioelegyének a reaktorcsOben torténd aramlasaval parhuzamosan tortént.

6.2.2. Modszerdsszehasonlitas
Az Ttjonnan Osszedllitott mikrofluid rendszer alkalmazhatosagat jelolési sajatsagok
meghatarozasara NOTA ¢és NOPO kelatorok alkalmazasaval teszteltiik. A konvencionalis,
kézi jelolési modszerrel és ITLC-vel meghatarozott radiokémiai tisztasagot vetettiik dssze a
mikrofluid rendszerben szekvencialisan végzett reakciokbol online HPLC-elvélasztassal
meghatarozott radiokémiai tisztasag-értékkel azonos reakciokoriilmények kozott (5 perc,

95 °C ¢és pH 3,0). Az dsszehasonlito vizsgélatok eredményei a 16. abran lathatoak.

Ahogyan az a 16. abran is lathatd, a radiokémiai tisztasag értékeket az alkalmazott ligand-
koncentraci6 fliggvényében abrdzolva nagyon hasonld gorbéket kapunk. A jeldlési gorbék
NOTA esetében torténd Osszevetésekor megfigyelhetd, hogy mind a mikrofluid, mind a kézi
jelolés azonos koncentracidtartomanyt jelol ki a kvantitativ jel6lési eredmények (>95%)
eléréséhez, mely az 1 uM koncentracio értéknél kezdddik. Tovabba, nagyon kis kiilonbséget
tapasztaltunk a kézi és mikrofluid jelolési modszerek kozott a koztes radiokémiai tisztasag

értékekkel szolgalo ligand-koncentraciok (0,1-0,3 uM) esetében.

Ezzel szemben a NOPO kelatornal nem teljesen azonos tendenciakat talalunk a két modszer
Osszevetésénél. A ligand-koncentracid értékek hasonld, parhuzamos lefutdst mutatnak és
mindkét gorbébdl kapott értékek alapjan a 0,1 uM-t6l kezd6dd koncentracid tartomany
alkalmas kvantitativ jelolések végrehajtasara, azonban a mikrofluid jeloléssel végzett kisérlet
0,03 és 0,01 uM ligand-koncentracional végzett jeldlésnél is magasabb radiokémiai tisztasagu
elegyet eredményezett, s6t, még a 0,03 uM koncentracido esetében is kvantitativ jelolést

tapasztaltunk.
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16. abra: Radiokémiai tisztasag (%) értékek Gsszehasonlitasa a manualis és mikrofluid jel6lési protokollok
alkalmazasa mellett a vizsgalt NOTA és NOPO kelatorokkal, reakciokoriilmények: 5 perc, 95 °C és pH 3,0.
(n=3)

6.2.3. Multiparametrikus jelolési optimalizalas
A modszerdsszehasonlitasi vizsgalatokhoz hasonldan, ezeknél a kisérleteknél is NOTA és
NOPO molekulak ®Ga-jeldlési sajatsagait vizsgaltuk. Ebben a kisérlet-sorozatban azonban
tobb paraméter valtoztatasat végeztilkk el a korabbiakban leirt automatizalt, mikrofluid
moddszer segitségével. Az optimalis jelolési paraméterek megtaldlasa érdekében mindkét
kelator 68Ga-jel(ilési sajatsagait a kovetkezd reakcid koriilmények mellett teszteltiik: 100; 30;
10 ... 0,01 uM ligand-koncentracio, 1-9 pH-tartomany, standard reakciokoriillmények minden
esetben: 95 °C, 5 min reakcioidé. A mérési eredmények minden sorozat esetén néhany ora
alatt, minimalis kelator-felhasznalassal késziiltek el, amelyhez az egyetlen sziikséges emberi

beavatkozéas az id8kdzben lebomlott, HEPES-pufferelt ®Ga-oldat koriilbeliil 9 mérésenként

torténo cseréje.
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17. abra: A vizsgalt NOTA és NOPO kelatorok jelolési sajatsagai kiilonb6z6 ligand-koncentracio és
reakcioelegy pH értékek mellett a kdvetkez6 fix reakciokoriilményekkel: 5 perc reakcioidd és 95 °C
hémérséklet. Az eredményeket 3D-grafikonon a mérési pontok alapjan generalt feliilettel (mért értékek fekete
pontokkal jel6lve) az egyes kelatorokra — NOTA (A), illetve NOPO (B) — abrazoltuk. A kvantitativ jellési
tartomany (RCP >95%) értékelésére ugyanezen mérési eredményeket egy 2D-racson abrazoltuk NOTA (C) és
NOPO (D) kelatorokhoz (mérési pontok a racspontoknak felelnek meg). Itt a piros zona az RCP >95%

(racspontokon kiviil a mérési eredmények alapjan kalkulalt) értékeket abrazolja.

Az eredmények soran a radiogyogyszerészeti termékekkel szemben megfogalmazott
elvarasokkal 6sszhangban kizarolag RCP >95% értékii reakcidelegyet eredményez6 terméket
értékeltiink alkalmasnak tovabbi szintetikus felhasznaldsra. A 17. abra A, illetve B részén
1évé 3D-dbra alapjan megallapithat6, milyen paraméter-készlettel kaphatunk kvantitativ
jelolést. Ennél konnyebben értékelhetd képet ad az eredmények 2D-racson torténd abrazolasa

(ekkor azonban az egyes gorbék lefutdsa nem lathato).
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NOTA esetében (17. abra A ¢és C rész), megfelelden magas RCP értéket (piros zona)
elsésorban a 3-7 pH régidban talalunk. A legmagasabb komplexképzési hatékonysagot, azaz
kvantitativ jelolést a legalacsonyabb ligand-koncentracié mellett pH 3,0-4,0 és 3 uM NOTA

reakciokoriilmények mellett talalunk.

Erdekes modon a NOPO esetében mért eredményeink ettdl eltéré mintdzatot mutatnak (17.
abra B ¢és D). Itt ahhoz, hogy 95% ¢és anndl magasabb RCP értéket kapjunk a jelolési
koriilmények egy joval szélesebb kombinacidja bizonyult megfelelének. Kvantitativ jeldlést
lathatunk 1-7 pH skalan, amely a NOTA-hoz képest joval kiterjedtebb eredményt jelent,
amely azonos triazaciklononan gytirit tartalmaz, azonban a gytirii eltéréen van szubsztitualva.
Ezenkiviil a legmagasabb lehetséges specifikus aktivitas eléréséhez sziikséges ligand-
mennyiség, (ami egyben jelenti a kvantitativ jelolésre alkalmas legalacsonyabb ligand-
koncentraciot) jelentésen alacsonyabb a NOTA-hoz viszonyitva, hiszen RCP >95% értéket

taldlunk pH 3,0-s reakcidelegynél a 0,03 — 0,3 uM kelator-koncentracié mellett is.

Ezekbdl a mérési eredményekbdl valasztottuk ki a tovabbi radioszintetikus vizsgalatainkhoz
optimalisnak tekintett paramétereket, melyhez azonban a szintézis robosztussaganak névelése
érdekében a pH és a ligand-koncentracidé szempontjabodl az dramlo rendszerben végighaladd
reakcidelegy laminaris 4aramlds miatt a hordozéfolyadékkal vald higulasat is figyelembe
kellett venniink. Ennek megfeleldon NOTA esetében a vizsgalt koriilmények mellett pH 3,0 és
10 uM kelator-koncentraciot tekintettiink ,,optimalisnak”, mig NOPO esetében azonos pH

mellett 1 uM koncentraciot valasztottunk tovabbi kisérleteinkhez.

6.2.4. %Ga-retencié a PEEK-kapillaris rendszerben
Egységnyi léptékben, 1,0-9,0 pH-skalan vizsgéltuk a radionuklid retenciojat a PEEK-
kapillaris rendszerben, amely a jeloléseink sordn nem-konvencionalis reaktorként szolgalt.
Minden esetben a hémérsékletet 95 °C-ra allitottuk és 0,066 mL/min aramlési sebesség
mellett 5 perces tartozkodasi id6t (reakcioidd) értiink el a reaktortérben. A mért retencio-

értékek a 18. abran lathatoak.
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18. abra: Ga-68-retencio (%) a PEEK-kapillaris rendszerben kiilonb6z6 pH értékek mellett a kdvetkezo

reakciokoriilmények mellett: 5 perc tartdzkodasi id6 alatt, 95 °C. (n=3).

Eredményeink alapjan nem figyelheté meg radionuklid-visszatartdas 8 és 9 pH-értéknél a
reaktorban. 7,0-s pH-értéktél 3,0-s értékig egységenként csokkentve a pH-t azonban az
injektalt radioaktivitds egyre jelentOsebb részét taldljuk a rendszerben visszatartva. A
folyamat maximumat pH 3,0 esetében éri el, ahol az eredetileg injektalt aktivitasnak tobb,
mint 90%-a hianyzik a kifolyd agbél gyijtétt oldatbol. Erdekes modon az aramlé elegy pH-
janak tovabbi csokkentése utdn a visszatartds teljesen megsziinik, mivel az 1,0 és 2,0 pH

értékeknél mar nem talalunk jelentds Ga-68-retenciot.

6.2.5. Mikrofluid szintézisek **Ga-radionukliddal
Az Osszeallitott mikrofluid rendszer teszteléséhez, illetve radiokémiai szintézisekre valo
alkalmazhatdsaganak megallapitasdhoz NOTA és NOPO kelatorokkal, illetve az adott kelator
biologiai vektorhoz kapcsolt szarmazékaval, nevezetesen NODAGA-c(RGD), és NOPO-
RGD-vel végeztiink radiokémiai jeloléseket. Az elvégzett szintézisek reakciokorilményeit a
6.2.3. utolsd bekezdésében vazolt elvek alapjan — kelator és a hozza tartozéd konjugatum
azonos - hataroztuk meg. Minden reakciot 95 °C-on végeztiink. A végs6 reakcidelegyeket
frakcionalassal gytjtottiik, aramlasi sebességtol fiiggden az Osszeinjektalt 10-10 pL

reaktansoldat 30-50 pL végtérfogatban volt visszanyerhetd.

53



4. tiblazat: NOTA, NOPO, NODAGA-C(RGD), and NOPO-RGD mikrofluid radiojelélése 95 °C-on és 3,0 pH-
értéknél (n=3).

Ligand Ligand Aramlasi  Reakcioidé %Ga- Radiokémiai
koncentracio (uM)  sebesség (min) visszanyerés tisztasag (%0)
(mL/min) (%)
0.066 5 99 99
NOTA 10 0.132 2.5 98 99
0.264 1.25 98 99
0.066 5 100 98
NOPO 1 0.132 2.5 97 98
0.264 1.25 100 99
NODAGA-c(RGD), 10 0.066 5 96 99
NOPO-RGD 1 0.066 5 99 97

Ahogyan az a 4. tablazatban is lathat6 a ,,visszanyert” aktivitds minden esetben 95%-nal
nagyobb volt, jelentés aktivitds visszatartds nem volt megfigyelheté a PEEK-kapillarisban.
Megallapithatdo tovabba, hogy a kapott reakcioelegyek radiokémiai tisztasaga elérte az
elozetesen betervezett értéket, hiszen minden alkalommal kvantitativ komplexképzést

(RCP >95%) mértiink, mind a kelatorok, mind pedig konjugatumaik esetében.

Mivel 5 perc reakcioidénél kivalod szintéziseredményeket tapasztaltunk, kisérleteinket tovabb
folytattuk egy masik paraméter, a rendszerben vald tartézkodasi id6 csokkentésével. Ezt
konnyen megtehettiik, mégpedig gy, hogy 0,066 mL/percrél 0,132, illetve 0,264 mL/percre
noveltik a hordozo folyadék aramlési sebességét. Ennek megfeleléen NOTA és NOPO
esetében az eredeti 5 perc helyett 2,5, illetve 1,25 perc reakcioidével végeztiink tovabbi
reakcidkat. Mérési eredményeink azt mutattdk, hogy a kapott elegyek mindsége (visszanyerées,
radiokémiai tisztasag) nem csokkent, az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy nem a
reakcidoidé a meghatarozo tényezé a radiofém-komplexek kialakuldsaban az alkalmazott

reakciokoriilmények mellett.

6.3.%Ga-NOTA-c(NGR) szintézise és alkalmazasa Aminopeptidaz N (CD13)

receptorok in vivo leképezésére

6.3.1. Kémiai és radiokémiai szintézisek
A radiofarmakon teljes szintézisének elsé 1épéseként a targetalashoz hasznalt peptid
eloallitasa tortént 49%-os kalkulalt ciklizaciés- és majdnem kvantitativ hozammal a
véddesoport eltavolitasi 1épésben. Az eldallitott NGR analog (C[KNGRE]-NH;) tisztasagat
analitikai HPLC-n vizsgalva ellendriztiik, ami 98%-nal jobbnak adodott. Szerkezetvizsgalo
modszerként ESI-MS-t hasznaltunk: [M + 2H]*" = 292.9, illetve [M + H]* = 584.4. A
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konjugacios reakcié termékét, amely p-SCN-Bn-NOTA és (c[KNGRE]-NH, &sszekapcsolasa
soran keletkezett (izolalt hozam: 73%), hasonlé mddszerekkel vizsgéaltuk. A kémiai tisztasag
ebben az esetben is 98% feletti volt, mig a molekulatomeg [M + 2H]** = 517,75-nek adodott.

A kémiai szintézis reakcio sémadja a 19. abran lathato.

A Boc-Lys(CIZ)-Asn(Trt)-Gly-Arg(Pbf)-Glu(OtBu)- .

95% TF A, 2,5% TIS és 2.5% viz (V/V/V)
RT.3h

H-Lys(ClZ)}-Asn-Gly-Arg-Glu-CONH,

BOP/HOBtDIEA (6:6:12 ekv.) DMF-ben
RT, 24 h, peptid koncentriacio: 0,2 mg/mL

| |
-Lys(CIZ)-Asn-Gly-Arg-Glu-CONH,

HF - p-krezol=10mL : 1g
0°C, 90 min

| |
-Lys-Asn-Gly-Arg-Glu-CONH,

P-SCN-Bn-NOTA
0,1 M Naz(_!()% pufferben - DMSO (9:1, V/V),RT, 2 h

k

| |
-Lys-Asn-Gly-Arg-Glu-CONH,

NOTA-Bn-NCS @ = Rink-Amide MBHA gyanta
B C
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19. abra: NOTA-c(NGR) kémiai szintézisének reakcidegyenlete (A), **Ga-NOTA-c(NGR) (B) és ®Ga-
NODAGA-[c(RGD)]; (C) szerkezeti képlete

A NOTA-c(NGR), illetve a kereskedelmi forgalomban elérhet6 NODAGA-[c(RGD)], teljes
radioszintézise 30 min alatt, 65-75% bomlaskorrigalt hozammal tortént, a radiokémiai
tisztasag meghaladta a 95%-ot, specifikus aktivitas 5.13-5.92 GBg/umol **Ga-NOTA-
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c(NGR), illetve 9.34-10.77 GBg/umol *Ga-NODAGA-[c(RGD)], esetében. Minden jelolt
peptidet formulalds utan kozvetleniil hasznaltunk tovébbi vizsgilatainkhoz. A ®Ga-

NODAGA-[c(RGD)],, illetve a ®®Ga-NOTA-c(NGR) szerkezeti képlete a 19. abran lathato.

6.3.2. ®Ga-NOTA-c(NGR) peptid particios koefficiensének és in vitro stabilitas
vizsgalata

A %Ga-NOTA-c¢(NGR) particios koefficensét -2,77 + 0,12 értékben hatéroztuk meg, mely
alapjan a jelolt vegyiilet meglehetdsen hidrofil. Ezenkiviil a jelolt peptid stabilitasat
patkanyszérumban 37°C-on és emelt hémérsékleten (PBS; pH = 7,4; T=95°C) analitikai
radio-HPLC segitségével vizsgaltuk. Patkanyszérumban torténd 2 h inkubalas utan a jelolt
peptid tobb, mint 95%-at intaktnak talaltuk. Az emelt hdmérsékleten zajlo stabilitasi vizsgalat
mérésekor a bomlas els6 mérheto jeleit 1 h inkubécio alatt tapasztaltuk, ekkor azonban még
mindig tobb, mint 98% radiokémiai tisztasdgot mértiink. Eredményeink alapjan
megallapithato, hogy a vizsgalt molekula nagymértékben stabil azon alkalmazott

koriilmények kozott, amelyek a tovabbi kisérleteink soran érhetik.

6.3.3. Invivo és ex vivo szervi megoszlasi vizsgalatok egészséges allatokon
In vivo és ex vivo szervi megoszlasi vizsgalatokat végeztiink egészséges Fischer-344
patkanyokon, valamint kontroll allatokon. 7,4 + 0,2 MBq **Ga-NOTA-c(NGR) vagy *®Ga-
NODAGA-[c(RGD)], beadasat koveté 90 perccel a szervi megoszlast teljes test PET
leképezésekkel értékeltiik. A reprezentativ bomlés korrigalt koronalis miniPET/CT felvételek
a 20. abra A és B részén lathatoak. *®Ga-NODAGA-[c(RGD)], esetében a maj, 1¢p és belek
kozepes aktivitas-felvétele tisztan lathatd. Ezzel szemben ®*Ga-NOTA-c(NGR)-rel injektalt

allatok esetében csak minimalis akkumulaciot tapasztaltunk az adott teriileteken.

Ezek az in vivo szervi megoszlasi eredmények jol korrelaltak az ex vivo adatokkal. Az ex vivo
vizsgalatok esetében az allatokat a jelolt peptid beadasat kovetd 90 perccel altattuk el,
boncoltuk és a szovetekben, szervekben felhalmozott aktivitdst gamma counter segitségével
mértiik. Az eredmények Ssszefoglalasa a 20. bran lathatd; *®Ga-NOTA-c(NGR) injektalast
kovetd 90 perccel a vesék és hugyutak DAR értékei a kontroll patkanyok esetében magasabb
értéket mutat. Ezzel szemben ®*Ga-NODAGA-[c(RGD)], esetében a maj, belek, 1ép és

gyomor esetében szignifikdnsan magasabb (p < 0.01) aktivitas-felvételt talaltunk.
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20. abra: In vivo és ex vivo szervi megoszlasi vizsgalatok eredményének 6sszehasonlitisa ®Ga-NOTA-
¢(NGR)(n = 5) illetve ®*Ga-NODAGA-[c(RGD)], (n = 5) esetében. A: Reprezentativ koronalis miniPET/CT kép
kontroll F-344 patkanyban 90 perccel ®*Ga-NODAGA-[c(RGD)], beadasat kdvetden. B: Reprezentativ koronalis

miniPET/CT kép kontrol F-344 patkanyban 90 perccel **Ga-NOTA-c(NGR) beadasét kovetden. Piros nyilak:
maj, fehér nyilak: vizelet, fekete nyil belek. C: Radiofarmakon felvétel kvantitativ analizise kontroll allatokban
8Ga-NOTA-c(NGR) illetve ®®*Ga-NODAGA-[c(RGD)], esetében 90 perccel radiofarmakon injektalasat

kovetéen. DAR értékek megjelenitése: atlag + SD; szignifikancia szint: p < 0,01 (*).
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Egészséges allatokon végeztiink ex vivo blokkolasi vizsgalatokat (Id. 5.3.8.). A vizsgalt
szervek DAR-értékei az 5. tablazatban keriiltek Osszefoglalasra. A %%Ga-NOTA-c(NGR)
felvétele szervekben, szdvetekben alacsonyabb volt eldzetes, 200 pg jeldletlen NOTA-
c¢(NGR) injektalasakor. A radiofarmakon felvétele a vizsgalt szervekben koriilbeliil kétszer

olyan magas volt blokkolas nélkiil.

5. tablazat: Radiofarmakon felvétel (DAR) a jeldlt szervekben/szovetekben egészséges allatokban az injektalast

kdvetd 90. percben

Szerv/szivet %Ga-NOTA-¢(NGR) (n=5) 68Ga-NOTA-(;(:;§}R) blokkolt
Vér 0,17 +0,08 0,12 +0,20
M3j 0,21 +0,05 0,10+ 0,01
Lép 0,13 +0,04 0,08 + 0,01
Vese 2,02+0,13 1,39 + 0,04

Vastagbél 0,14+ 0,01 0,07+ 0,01
Vékonybél 0,10 0,02 0,04 + 0,02
Gyomor 0,17+ 0,04 0,05+ 0,02
Izom 0,05+0,02 0,02 +0,01
Zsir 0,04 £0,01 0,02 +0,01
Tidé 0,24 £ 0,03 0,10+ 0,04
Sziv 0,10+ 0,010 0,04 + 0,02

6.3.4. Invivo és ex vivo szervi megoszlasi vizsgalatok szubkutan tumor modell esetében

A %Ga-NOTA-c(NGR) illetve a %Ga-NODAGA-[c(RGD)],  tumor-targetalé
hatékonysaganak oOsszehasonlitdsait NeDe tumort hordozo F-344 patkdnyokban PET-
leképezések segitségével hasonlitottuk Ossze 90 perccel a radiofarmakon injektalasat
kovetden. A reprezentativ bomlas korrigalt axialis miniPET/CT felvételek a 21. abra A és B
részén lathatdak. A szubkutdn névekvdé NeDe tumorok konnyen azonosithatéak voltak *¥Ga-
NOTA-c(NGR) segitségével magas tumor-izom (T/M) arannyal, ahol a T/M SUVitlag, illetve
T/M SUVmax 12,25 + 3,08, illetve 16,28 + 2,48 volt. Ezek az aranyok koriilbeliil kétszeresen
meghaladjak a ®®Ga-NODAGA-[c(RGD)],-vel elérhetd értékeket, ugyanis utobbi vegyiilettel
a T/M SUVatlag, illetve T/M SUVmax 6,39 + 0,38, illetve 7,8 = 1,14 volt.

58



201 m 68Ga-NOTA-c(NGR) ——
18 | O %8ca-NopbacAc(ReD),

16
14 -
12 - —

10 -

Suv

SO N b~ O
I S M S

SUVitlag SUVmax T/M arany T/M arany
(SUVitlag) (SUVmax)

21. abra: ®Ga-NODAGA-[c(RGD)];, illetve ®*Ga-NOTA-c(NGR) in vivo szervi megoszlasanak sszehasonlitasa
12 + 2 nappal NeDe sejtek szubkutan injekciojat kovetden. Reprezentativ axidlis miniPET/CT képek azonos
szubkutan névekvé NeDe tumorokrol (piros nyilak) 90 perccel °Ga-NODAGA-[c(RGD)], (A), illetve **Ga-
NOTA-c(NGR) (B) injektalasat kovetéen. C: Radiofarmakon-felvétel kvantitativ analizise NeDe tumorokban

(n=6), szignifikancia szint: p < 0,01 (*).

A ®Ga-NOTA-c(NGR) specifikus, aminopeptidaz N (APN/CD13)-kétédésének vizsgéalatara a
szubkutan novekvé NeDe tumorokban, in vivo szervi megoszlasi vizsgalatokat végeztiink 90
perccel injektalast kovetden 200 pg jeldletlen NOTA-c(NGR) blokkol6 dozisanak beadasaval,
illetve anélkiil. A 22. abran jol l14thatd, hogy a jeldletlen NOTA-c(NGR) szignifikansan (p <
0,01) csokkentette a ®Ga-NOTA-c(NGR) felvételét NeDe tumorokban (22. abra B és C). A
SUV értekeket (SUVatlag, SUVmax, T/M SUVatlag ¢s T/M SUVmax) attekintve
megallapithatd, hogy a radiofarmakon-halmozas a tumorokban hatékonyan blokkolhatd
inaktiv szarmazék adagolasaval (végsé soron a specifikus aktivitas csokkentésével). A
paraméterek szamszer(i csokkenése a kovetkez6:0,35 + 0,22, 2,26 + 0,43, 2,50 + 0,39 és 2,48
+ 1,14. Mindezek a kisérleti bizonyitékok megerésitik, hogy a jelolt vegyiilet kotédése

specifikusan a CD13-hoz kapcsolhat6 in vivo.
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22. abra: Fels sor: Reprezentativ axialis miniPET képek azonos NeDe tumorrdl, 90 perccel a ®Ga-NOTA-
¢(NGR) beadasat kovetden és 12 nappal a NeDe sejtek szubkutan injektalasa utan. A: normal felvétel, B:
blokkolast kdvetden (1d. 5.3.8.). Piros nyil: tumor. C: In vivo radiofarmakon felvétel-adatok kvantitativ analizise
(90 perccel injektalast kdvetéen) s.c. NeDe tumorokban *Ga-NOTA-c(NGR) (n = 5) jelslt peptiddel késziilt
normal és blokkolast kdvetd (n = 6) kisérletekkel 12 + 2 nappal a tumor sejtek szubkutan injektalasat kovetoen.

Szignifikancia szint: p <0,01 (*).

A miniPET felvételek elemzéséb6l nyert eredmények jol korrelaltak az ex vivo Szervi
megoszlasi vizsgalatok eredményeivel, melyeket s.c. NeDe tumor-hordozé patkanyok
boncolasabol nyertiink 90 perccel a radiofarmakon beadasat kovetden. A tumorokban és az
izomban (hattér) halmozott aktivitdst gamma counter segitségével mértiik és a DAR értékeket

szamoltuk. Az eredmények a 6. tablazatban keriiltek 6sszegzésre.

6. tablazat: Radiofarmakon felvétel (DAR) s.c. NeDe tumorok esetében az injektalast kovets 90. percben

) 8Ga-NODAGA- | ®Ga-NOTA-¢(NGR) | ®Ga-NOTA-c(NGR)
Szerv/szovet
[¢(RGD)], (n=5) (n=5) blokkolt (n=6)
NeDe tumor (s.c.) 0,34 + 0,08 0,37 +0,08 0,07 + 0,02
Tumor/izom 3,66 +£1,23 7,42 £2,27 1,23 £ 0,06
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6.3.5. Invivo és ex Vvivo szervi megoszlasi vizsgalatok SRCA tumor modell esetében

A %Ga-NOTA-c(NGR), illetve a ®*Ga-NODAGA-[c(RGD)], radiojeldlt peptidek bal vesetok
alatt névekvo NeDe tumorokban valé halmozasat PET leképezéssel vetettiik 0ssze 90 perccel
a radiofarmakon beadasa utan. Bomlas-korrigalt reprezentativ koronalis miniPET/CT képek a
23. abran lathatoak. Mindkét radiofarmakonnal sikeresen jelenitettiik meg a vese tok alatt
novekvdé NeDe tumorokat (23. abra A ¢és B). Szignifikans kiilonbséget SUV atlag
tekintetében nem talaltunk, a két radiofarmakon: %Ga-NOTA-c(NGR), illetve %Ga-
NODAGA-[c(RGD)], esetében ugyanis a mért értékek 1,73 + 0.39 illetve 1,31 + 0.24 voltak.
Ezzel szemben szignifikans kiilonbséget (p < 0,01) talaltunk a SUVmax és T/M SUVmax
értékek tekintetében. A ®Ga-NOTA-¢(NGR) SUVmax és T/M SUVmax értéke 11,47 + 1,37,
illetve 12,47 + 2,19 volt, mely értékek koriilbeliil kétszeresei a ®°Ga-NODAGA-[c(RGD)],
esetében mért értékeknek (SUVmax, illetve T/M SUVmax: 4,96 + 0,47, illetve 6,98 + 0,55).
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23. abra: ®Ga-NODAGA-[c(RGD)]; illetve ®*Ga-NOTA-c(NGR) in vivo szervi megoszlasanak dsszehasonlitasa
vesetokban névekvd NeDe tumorokrol (piros nyilak) 90 perccel *Ga-NODAGA-[c(RGD)]; (A), illetve **Ga-
NOTA-c(NGR) (B) injektalasat kovetden. C: Radiofarmakon-felvétel kvantitativ analizise NeDe tumorokban

(n=6), szignifikancia szint: p < 0,01 (*).
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A %Ga-NOTA-c(NGR) CD13-specificitasat vesetok alatt ndvekvé NeDe tumorok esetében is
vizsgaltuk. Blokkolasi kisérleteink soran in vivo PET leképezést végeztiink 90 perccel a
radiofarmakon beadasa utan, elézetes 200 pg NOTA-c(NGR)  blokkold dozisanak
beadasaval, illetve nélkiile. Kozvetleniil a felvételek elkésziilte utin CT leképezéseket is
készitettlink azonos agypozicidban. Ahogyan az a 24. abran lathatd, a jeloletlen NOTA-
c(NGR) csokkentette a ®*Ga-NOTA-¢(NGR) felvételét NeDe tumorokban (24. abra B és C).
A miniPET képek kvantitativ analizise (24. abra C) alapjan pedig megallapithato, hogy a
SUV ¢értékek szignifikansan (p < 0,01) csokkentek (SUVatlag: 0,63 + 0,22, SUVmax: 2,8 +
0,42, T/M SUVatlag: 1,71 + 0,24 illetve T/M SUVmax: 1,96 £ 0,56) jeloletlen NOTA-
c¢(NGR) injektalasat kovetden, azaz a radiofarmakon halmozodasat a tumorban az inaktiv

szarmazEék hatékonyan csokkenti.
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24. abra: Reprezentativ koronalis miniPET/CT képek azonos NeDe tumorrél 90 perccel **Ga-NOTA-c(NGR)
injektalasat kovetden, 12 nappal a NeDe sejtek SRCA implantacidja utan. A: normal felvétel, B: blokkolas utan
(1d. 5.3.8.). C: Radiofarmakon-felvétel kvantitativ analizise NeDe tumorokban **Ga-NOTA-c(NGR) peptiddel
(n=5) Ssszehasonlitva ®*Ga-NOTA-c(NGR) felvétellel blokkolas utan. Szignifikancia szint: p < 0,01 (*).
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Vesetok alatti NeDe tumort hordozd patkanyok ex vivo szervi megoszlasi adatait a 7. tablazat

tartalmazza. A patkanyokat 90 perccel a radiofarmakon beadasa utan elaltattuk, majd

boncoltuk. A tumorokban ¢és izomban (hattér) halmozott aktivitdst gamma counter

segitségével mértiik és a DAR értékeket szamoltuk.

7. tablazat: Radiofarmakon-felvétel (DAR) SRCA NeDe tumorok esetében az injektalast kovets 90. percben

) 8Ga-NODAGA- | ®Ga-NOTA-¢(NGR) | ®Ga-NOTA-c(NGR)
Szerv/szovet . .
[c(RGD)]; (n=5) (n=5) blokkolas utan (n=6)
NeDe tumor (SRCA) 0,54 + 0,08 0,63 +0,18 0,18 0,06
Tumor/izom 4,39 £ 0,46 6,49 £ 0,21 1,70 £ 0,22

6.3.6. Invivo és ex vivo szervi megoszlasi vizsgalatok attétek esetében

A NeDe sejtek bal vesetok ala torténd beiiltetését kovetden két héttel metasztatikus

nyirokcsomok voltak taldlhatéak a tumorhordoz6 patkanyokban. Az éllatok boncolasa soran

tumoros beszlirddés volt felfedezhetd az alhasi és a mellkasban taldlhaté parathymalis

nyirokcsomodkban (25. abra).
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25. abra: ®Ga-NOTA-c(NGR) felvétel értékelése metasztatikus nyirokcsomdkban 12 nappal az SRCA
implantalast kovetéen. A: kontroll parathymalis nyirokcsomo a mellkasban (fekete nyil), B: metasztatikus
parathymalis nyirokcsomo (kék nyil), C: metasztatikus mesenterikus nyirokcsomo (fehér nyilak), D:
reprezentativ axialis miniPET felvétel NeDe tumorhordozé patkanyrol 90 perccel ®*Ga-NOTA-c(NGR)
injektalasat kovetden és 12 nappal a NeDe sejtek SRCA implantalasa utan (piros nyil: primer NeDe tumor,
sziirke nyil: jobb vese, fehér nyil: metasztatikus mesenterikus nyirokcsomo, E: Ex vivo radiofarmakon felvétel
(90 perccel injektalas utan) kvantitativ analizise NeDe tumorokban ®Ga-NOTA-c(NGR) peptiddel (n=5)
osszehasonlitva ®*Ga-NOTA-¢(NGR) felvétellel blokkolas utan (n = 6). Szignifikancia szint: p < 0,01 (*).
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A metasztatikus nyirokcsomok CD13 expressziojat western blot analizis is megerdsitette (26.
abra), 90 perces inkubécios idét kovetden ©°Ga-NOTA-c(NGR) halmozésukat ex vivo szervi
megoszlasi vizsgalat soran is mértiik. Blokkolasi kisérletekhez itt is 200 pg jeldletlen NOTA-
Cc(NGR)-t alkalmaztunk. A DAR értékek szamitasa soran a metasztatikus mesenterikus
(0,30 + 0,18), illetve parathymalis nyirokcsomok (0.69 + 0.24) esetén is magas *°Ga-NOTA-
c(NGR) felvételt talaltunk. A blokkolasi kisérletek soran a *®Ga-jelslt radiofarmakon elétt 5
perccel beadott jeloletlen NOTA-c(NGR) hatékonyan blokkolta a nyirokcsomok jeldlt-peptid

felvételét, mely szintén megerdsiti a CD13-kotd specificitast.

kDa Patkany NeDe  NeDe Mesen. Parath.
vese tumor  tumor ny.cs. ny.cs.
250 - (SRCA) (s.c)
130 |- ) e €= CDI3
100
70
55

35
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26. abra: A vizsgalt vesetumorok és nyirokcsomo-metasztazisok APN/CD13 expresszidjanak western blot
analizise. Pozitiv kontrollként patkany vesét alkalmaztunk. SRCA: Subrenal Capsule Assay-indukalt tumor. s.c.
szubkutan tumor, mesen. ny.cs.: mesenterikus nyirokcsomé metasztazis, parath. ny.cs.: parathymalis

nyirokcsomod metasztazis.
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7. Megbeszélés

A dolgozatom alapjaul szolgalé harom kisérletsorozatot egymastdl elkiiloniild projektekként
végeztiik, melyek centruméban a *®Ga — TACN-vézas kelatorok alkalmazasat helyeztiik., Az
aktualis feladatok tervezése soran azonban tobb szempontot is figyelembe kellett venniink,

ezért az egyes projektekben hasznalt kelatorok valtozatossaga:

- Az elso kisérletsorozatban egy, az irodalomban szarmazékaival egyiitt rendkiviil jol
korbejart makrociklusos kelatort — NOTA, illetve egy Ujabb, azzal analog szerkezeti, de mas
szubsztituenseinek koszonhetéen megnovekedett jelolési hatékonysaggal rendelkezd szintén
makrociklusos kelatort — NOPO, mint egy skala két végpontjat igyekeztiink szubsztituensek
alapjan koztesnek tekinthetd kelatorokkal (NOPA, NO2AP) osszevetni és ez alapjan
lehetséges szerkezet-hatékonysag 0sszefliggéseket talalni. Ezen ,.koztes” kelatorok szintézisét
pragai kooperacids partnereink végezték korabbi vizsgalataik soran, igy a kisérleteinkhez

sziikséges mennyiségben kozvetleniil toliik tudtuk beszerezni.

- A masodik kisérletsorozat célja annak vizsgalata volt, hogy mikrofluid koriilmények
kozott képesek vagyunk-e ilyen jeloléseket végezni. Itt az elébb emlitettel azonos
végpontokat valasztottunk ki (NOTA, NOPO), mivel eltéré jelolési eredményekre voltunk
felkésziilve az irodalmi €s sajat, korabbi manuélis méréseink alapjan. Mivel itt nem szerkezet-
jelolési hatékonysag Osszehasonlitds volt a kisérletsorozat célja, hanem elsésorban a
modszertant igyekeztiink vizsgalni, ezért ezen projekt soran nem szandékoztuk a vizsgalando

kelatorszamot ndvelni, ujabb kelarotok (pl. az emlitett NOPA, NO2AP) bevonésaval.

- A harmadik kisérletsorozatban a peptideknél konjugalasahoz alkalmazott kelatornal
érdemes megemliteni, hogy bar mindkét el6zd kisérletsorozatban a NOPO, illetve NOPO-
RGD kivalo jelolési sajatsagokat mutatott, azonban szerves kémiai szintézishez - amely a
kisallat PET leképezéshez sziikséges prekurzor alapjaul szolgalhatott volna — a megfelel
mennyiségben nem allt rendelkezésilinkre (szintézisét miincheni kooperacids partnereink
végezték és bocsatottdk rendelkezésiinkre a kordbban targyalt kisérleteinkhez elégséges
mennyiségben). A vizsgalat peptidszarmazékok esetében leirt NOTA — NODAGA cserének
olyan gyakorlati oka volt, hogy a referenciaként alkalmazott NODAGA konjugélt peptid
kereskedelmi forgalomban kaphat6 volt. Fontos kiemelni, hogy az 0sszehasonlitds soran a
kelator cseréje szinte elhanyagolhatonak tiinik, hiszen sokkal jelentdsebb valtoztatasok
torténtek, egyrészt, hogy az RGD szekvencia mas molekularis célpontra specifikus, mint az

NGR, raadasul el6bbibdl egy dimerizalt valtozatot szereztiink be. A k6z0s benniik minddssze,
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hogy potencialisan angiogenetikus folyamatok kimutatdsara lehetnek alkalmasak. Az altalunk
eléallitott, komplexképzésre is alkalmas peptidszdrmazék esetében viszont nagyon egyszerii
¢s hatékony kapcsolast tudtunk végezni a p-SCN-Bn-NOTA segitségével is, ami raadasul a
laboratoriumunk készletében mar megtaladlhatdo volt. Mind a NODAGA, mind az altalunk
végzett konjugacioban alkalmazott p-SCN-Bn-NOTA, a NOTA jol konjugalhatd szerkezeti
analogjai, ahol az eldallitott peptidben gyakorlatilag egy NOTA kelator végzi a %8Ga-mal
torténd kelatképzést. Ez utobbi projektben elsésorban a cNGR — peptid ®®Ga-mal torténé PET
leképezésére és annak RGD-szarmazékkal torténd dsszevetésére koncentraltunk, igy itt ezért

nem tortént tovabbi kelator bevonasa a projektbe.

7.1.Foszfin- és karboxil-csoportokkal eltéréen szubsztitualt TACN-vazas kelatorok
68Ga-j elolési sajatsagainak osszehasonlito vizsgalata

A projekt soran analdg szerkezetli 1,4,7-triazaciklonondn véazzal rendelkezd, eltérden N-
szubsztitudlt kelatorsorozat 6sszehasonlitd vizsgalatat végeztiik. Kiindulasi sorozatként pH 3
érteknél 95 és 25 °C-on végeztiik a méréseket. A szerkezeti hasonldsag, varakozasunknak
megfeleléen a vegyiiletek jelolési sajatsagaiban is tiikrozodott, igy hasonld alakt gorbe
abrazolodott (13. abra) a vizsgalt NOTA, NOPA, NO2AP és NOPO vegyiiletekre. A
szobahdmérsékleten végzett jeloléseknél magasabb ligand-koncentracido volt sziikséges a
kvantitativ jelolések végrehajtasdhoz, 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 médon egyetlen karboxil-donor
jelenléte a NOPA esetében nem befolyasolja jelentdsen a jelolési teljesitményt pH 3 értéknél a
NOPO-val val6 6sszehasonlitas soran. Hasonlo modon, a monofoszfin-ligand NO2AP inkabb
a NOTA-hoz hasonl6 reakciokészséget mutatott 95 °C-on. Azonban 25 °C-on a NO2AP a
NOTA-nal mar jobb jelolési hatékonysaggal rendelkezett, habar itt az elérheté maximalis
radiokémiai tisztasdg nem haladta meg a 90%-0t még viszonylag magas kelator-
koncentracioknal sem. Osszességében, a legnagyobb 1épcsét jelolési effektivitas tekintetében
az egy vagy két karboxil-, illetve foszfin-csoporttal rendelkezd kelatorok esetén mértiink. A
NOPA, illetve a NO2AP jelolhetoségét az 50%-os aktivitas-kotési értéknél Osszevetve,
mindkét hdmérsékletnél haromszor magasabb hatékonysagot talalunk 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 uM

ligandkoncentraci6 értékeknél (5 perc reakcididé mellett), ezért ezeket az értékeket
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valasztottuk tovabbi vizsgélatainkhoz, mely soran a reakcidelegy pH-valtozasdnak hatasat
mértiik a jelolés hatékonysagara (14. abra). 95 °C-on végezve reakcidinkat, a kiilonb6z6 pH-
értekeknél megfigyelhetd, hogy a foszfin-tartalmu szubsztituensek szdmanak novekedésével a
foszfin-csoport erésebben savas jellegébdl adoddéan mar alacsonyabb pH mellett is teljes
mértékii komplex-képzddést talalunk. Ez 6sszhangban van korabbi mérésekkel [80], a NOPO-
t akdr még 0,5 pH-értéknél is lehetséges kvantitativan jeldlni. Ezzel szemben a NOTA jobb
teljesitménnyel rendelkezik a semleges illetve enyhén savas értékek tartomanyaban, azonban

8-as pH érték felett mar egyik vegytilet sem volt jelolheto.

Szobahdmérsékleten a kelatorok kvantitativ jelolhetdsége joval keskenyebb pH-savban volt
lehetséges a kivalasztott koncentracional (14. abra). NOPO esetében ugyan kismértéki
jelolhetOséget talaltunk alacsonyabb pH mellett is, azonban minden alkalmazott kelatorunkra
igaz, hogy a 3 és 4 pH értékek kozott mértiik az optimumot. NO2AP esetében 90% folotti
értéket itt sem talaltunk, mig a mésik két kelator itt kvantitativ 68Ga—j elolést mutatott. 4-es pH-
értek f61ott a NOPO jelolési hatékonysaga meredekebben csokkent szobahémérsékleten a pH
novelésével, mint mas ligandok esetében. Ezzel szemben - a 95 °C-on végzett jelolésekhez
hasonloan - a NOTA jobb jelolhetdséget mutatott a tobbi vizsgalt vegyiilethez képest pH 4 ¢és

7 kozott, pH 4-es optimummal.

Osszességében, a radiojeldlési vizsgalatokkal szerzett adatok dsszhangban vannak a TRAP-
ligandokkal kapcsolatos korabbi mérések eredményeivel [62;80]. A foszfintartalmi TACN-
szarmazékok nagyobb gallium(IIl) szelektivitdsanak koszonhetdéen alacsonyabb ligand-
koncentracié is elegendé a hatékony radiojeldléshez a foszfin-szubsztituensek szamanak
novelésével. Hasonlo tendencia volt tapasztalhaté egy diacetat-foszfin TACN-szarmazék
esetében — a CH,CH2(PO3H,) csoporttal. Tobb foszfin-csoportot tartalmazd szubsztituens
eredményesebb 68Ga—jelé')lést tesz lehetévé azonos ligandum-koncentracid esetében, valamint
a savasabb oldatokban is hasznalhato, hiszen az oldallanc savi disszociacios allandoja kisebb.
Masrészr6l a karboxil-tartalmtt  oldallancokkal rendelkezé ligandok alkalmasabbnak
bizonyulnak %Ga jeldlésre pH > 4-5 esetén. Ezt okozhatja a hidroxid anionnal vald
kompeticio, hiszen a Ga-NOTA komplex a rendelkezésre allo adatok alapjan stabilabb, mint a
Ga-NOPO komplex (logKga(NOPO) = 25.0; logKgat(NOTA) = 29.6), igy a stabilitas
novekedése esetén a pH emelkedése kevésbé befolyasolja a komplexképzd sajatsagokat

[92:134].
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7.2.%Ga-kelatorok komplexképzési reakcidinak mikrofluidikai optimalizalasa
Kisérleteink soran folyamatos folyadék-aramlasos (MCS) mikrofluid médszert alkalmaztunk,
ahol PEEK-kapillaris szolgalt nem-konvencionalis reaktorként ®*Ga-jeldlt radiofarmakonok
hozzaadott hordozo nélkiili szintéziséhez, szemben a 3.3. fejezetben emlitett irodalombol
ismeretes kisérletsorozatokkal [110;111], ahol batch alapti (MVS) szintéziseket végeztek. A
reaktorcsovet légtermosztatban tekercseltiik fel a megfelelé homérsékletszabalyozas
érdekében. A rendszer tesztelésére szolgald vegyliletekként NOTA és NOPO kelatorokat
valasztottunk, hiszen ezen kelatorok 68Ga-jelélési sajatsagai mar jol ismertek. Reakcidink
online analitikai értékelése érdekében ij HPLC modszert alkalmaztunk a jeldlt kelatorok és a
»szabad” Ga-68 elvalasztasara. Mikrofluid jelolési modszeriink eredményét hagyomanyos,
manualis szintézisek eredményével vetettilk 0ssze. A két modszer nagyon alacsony NOPO
koncentraci6 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 Osszedllitott, folyamatos-folyadékaramlasos mikrofluid rendszer tovabbi tesztelése a
késziilék nagy teljesitoképességének ¢és automata mikddésének kihasznalasaval tortént.
NOTA ¢és NOPO kelatorok jelolési sajatsagait automatikus ciklusokban végrehajtott
mikrofluid reakciok sorozatdval végeztikk a reakciokoriilmények széles skalajan: 0,01 -
100 uM ligand-koncentracidé és 1-9 pH; 95 °C rendszerhdmérséklet és 5 perc reakcididd

alkalmazasa mellett.

A kelatorral kapcsolatban megjelent korabbi publikacidokkal 6sszhangban, a NOPO foszfinsav
tartalmu szubsztituenseinek koszonhetden a NOTA kelatorhoz viszonyitva kedvezobb jel6lési
sajatsagokat mutat. Ez tapasztalhatd volt mind a kvantitativ jelolés eléréséhez sziikséges
legalacsonyabb kelator-koncentracié, 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 jelentds komplexképzési sajatsagot tapasztaltunk a *®Ga-

radionukliddal.

A reaktorként alkalmazott PEEK kapillarist szdmos mas radiokémiai rendszerben sikerrel
alkalmaztdk mar, mivel savas, bazikus koriilményekkel, szerves oldoszerekkel és magas
hémeérséklettel (134 °C-ig) szemben kompatibilis. Ennek megfelelden, az organikus polimer
PEEK-kel kapcsolatosan nem vartunk jelentds reakciokészséget a *®Ga-jelolési reakcidink

soran alkalmazott reagensekkel. A *®Ga-radionuklid-retencids vizsgalataink soran mégis egy
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érdekes visszatartdsi mintazatot talaltunk. A rendszerben hozzéaadott kelator nélkiil a jelolési
reakcioknak megfelelden pufferelt °®Ga-oldatot 4ramoltatva pH 3 és 7 kozott jelentSs
aktivitas-maradvanyt mértiink. Ebben a pH-tartomanyban az Osszetételtél fliggéen a vizes
oldatban 1évé gallium kiilonb6z6 hidroxo-komplexeket képez [Ga(OH),], mely folyamat
egyre meghatarozobba valik az oldat pH-janak emelésével, de ez nem magyardzza az altalunk
tapasztalt jelenséget. Ezzel szemben a retencidért felelés lehet egy masik feltételezett
komplexképz6, a jelolési reakciok puffereléséért felelos HEPES, melyrdl a szakirodalom is
feltételezi [136], hogy gyenge komplexet képez Ga(Ill)(aq.)-mal és szerves molekula révén,
nagyobb adszorpcios affinitast mutathat PEEK-cs6 falahoz (melyt6l kémiai szerkezetébdl
adodoan elsdsorban inert, hidrofob sajatsagokat feltételezhetiink), mint vizes Ga(lll)(aqg.)
esetében. Mivel a pH csokkenésével kisebb a hidroxo-komplexek részesedési aranya, ez teret
adhat a HEPES-kompex ndvekedésének, ami magyarazatul szolgalhat az altalunk megfigyelt
jelenségre. Mindemellett — és kicsit alatamasztva az elébbi hipotézisiinket - a 3,0-s pH érték
jelentds szerepe figyelhetd meg a jelenlegi jelolések soran, mivel a legmagasabb jelolési
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

torténd konnyebb reakciobol a kiilonbozo gallium-hidroxokomplexekhez képest.

A fentieken kiviil, a mikrofluid rendszerrel a multiparametrikus jelolési vizsgalatok
eredményei alapjan teszt-szintéziseket végeztlink, ahol szintén vizsgaltuk az aktivitas-
retenciot a kapillarisban kiilonb6z6 kelatorok/kelator-peptid konjugatumok jelenlétében.
Ezeknél a méréseknél a szintézis paramétereinek kialakitdsa soran szempont volt a megfeleld
robosztussag elérése is, mivel az dramlo rendszerben a reakcidelegy hordozofolyadékkal
torténd higuladsa feltételezhetd. Ennek megfelelden NOTA esetében 10 uM, NOPO esetében
1 uM kelator-koncentracidéval pH 3,0 értéknél végeztiik ezeket a vizsgalatainkat, mivel ezek a
pontok legalabb egy 1épcsdvel feljebb taldlhatoak a kvantitativ jeloléshez sziikséges
legalacsonyabb ligand-koncentracional és a kornyezé pH tartomanyban is még RCP >95%
talalhato. Igy a végtermék mindéséget a hordozofolyadékkal torténd kétszeres higitds sem
befolyasolhatja. S6t, a kisérletekhez valasztott 3,0 pH-érték, megfeleld a korabbiakban
megfigyelt radionuklid-visszatartas jelolési reakciokra gyakorolt hatasanak vizsgalatara is.
Mind a kelatorok, mind pedig azok analdg-konjugdtuma esetében azonos

reakciokdriilményeket alkalmaztunk.

72



Sikeres szintéziseket végeztink NOTA, NOPO és RGD-peptid-konjugatumaik; NODAGA-
C(RGD); és NOPO-RGD, mint kelalo agensek hasznalataval, tovabba a vizsgalt vegyiiletek

jelenlétében elhanyagolhaté mértékii (<5%) aktivitas-retenciot tapasztaltunk.

7.3.5%Ga-NOTA-¢(NGR) szintézise és alkalmazasa Aminopeptidiz N (CD13)
receptorok in vivo leképezésére

Munkénk sorén a %Ga-NOTA-¢(NGR), mint aj, ciklikus peptidmotivumot tartalmazo

radiofarmakon szintézisét ¢és értékelését végeztik kisérletes tumormodell APN

expresszidjanak kimutatasara.

A ciklikus NGR peptid (c[KNGRE]-NH,) eléallitasat Negussie és mtsai [137] irtak le eldszor,
mely soran a ciklikus peptid cikluszarasat a gyantan végezték. Mi egy hatékony, alternativ
szintetikus utvonalat vélasztottunk ugyanezen peptid eldallitdsara. A lineéris védett peptidet
(Boc-Lys(ClZ)-Asn(Trt)-Gly-Arg(Pbf)-Glu(OtBu)-R)  standard  Fmoc/tBu  stratégiaval
épitettiink fel, melyet a védOcsoportok részleges eltavolitasa és a részlegesen 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 ko6zotti  amid-kotés
kialakitasat DMF oldatban, kapcsoloszer hozzaadasaval végeztik. A CIZ védScsoport
folyékony HF-dal tavolitottuk el, el6zetesen a részlegesen védett ciklikus peptidet RP-HPLC-
n tisztitottuk. A ciklikus NGR peptid eléallitasat igy olyan forméban tudtuk végezni, hogy a
szintézis egyetlen lépése sordn sem tapasztaltunk deamidalast szukcinimid gylriizarason
keresztiil. Kovetkezd 1épésként, a tiszta c[KNGRE]-NH; peptidet sikeresen konjugaltuk p-
SCN-Bn-NOTA-val, majd az igy kialakult NOTA-c(NGR) mar egyszeriien jelolhetd volt
%8Ga-izotoppal 95%< radiokémiai tisztasaggal és 5.13-5.92 GBg/umol specifikus aktivitassal
egy a Wingler és mtsai altal leirt [126] protokoll alapjan kidolgozott jelolési eljarassal. A
referencia-vegyiiletként hasznalt ®Ga-NODAGA-[c(RGD)], jeldlését Notni és mtsai [80]

leirdsa alapjan végeztiik.

A ®®Ga-NOTA-c(NGR) peptiddel végzett in vitro vizsgalataink alapjan az eléallitott
radiofarmakon erésen hidrofil (log P = —2.77 + 0.12), illetve méréseink alapjan stabil mind
PBS-ben emelt hémérsékleten (T = 95°C) tobb, mint 1 o6ran 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

megallapithat6, hogy a vizsgalt 68Ga-NOTA-c(NGR) foleg a vesén keresztil kertil

73



kivalasztasra, mely Osszhangban van a mért, erdsen hidrofil jellegre utald particios
koefficienssel. Masrészrél a radiofarmakon felvétele mas szervekben, kiilonosen a
hasiiregben, nagyon alacsony, szemben a ®*Ga-NODAGA-[c(RGD)],-vel, ahol a hasiiregi
szervekben (maj, 1ép, belek) jelentésebb mértéki radiofarmakon-felvételt tapasztaltunk 90
perc inkubacids idét kovetden (20. 4bra). Ez a *®Ga-NODAGA-[c(RGD)],-hez képest
kismértékii hasiiregi halmozas jol korrelal mas tanulmanyokkal, ahol a *®Ga-DOTA-NGR
[125], illetve a ®®Ga-NOTA-NGR [138;139] szervi megoszlasat vizsgaltik. Tovabba, az egyes
szervek alacsony aktivitdsa magasabb mindségli leképezést tesz lehetdvé az alacsony

hattérnek és a magas elérhetd tumor/izom aranynak kdszonhetden.

Ezt kovetden, ebben a projektben a ®*Ga-NOTA-c(NGR), mint angiogenezis-marker tumor-
specifikus halmozasat hasonlitottuk 6ssze az oyPs-integrin receptor specifikus *°Ga-
NODAGA-[c(RGD)],-ével [42] két, kiilonbozo allatmodellen. Vizsgalatainkhoz két
kiilonb6z6, nephroblastoma (NeDe) tumor sejtek segitségével kialakitott tumormodell
APN/CDI13 expresszidjat teszteltik. A tumormodellek kialakitasa soran egyrészt helyi
tumorképzést indukaltunk a sejtek szubkutan injektaldsaval, masrészt a NeDe tumoros
sejtvonal SRCA implantalasaval. A két kiilonbozé6 modellel késziilt vizsgalatok
Osszevetésekor azt talaltuk, hogy mindkét alkalmazott radiofarmakon esetében magasabb
halmozés tapasztalhatd a primer tumorokban az SRCA modell esetében (1d. 6. és 7.
tablazatok), mely kiilonbség a tumorsejt implantalas helyébdl ered. Primer tumorok
indukcidjanak legaltalanosabban elterjedt moddszere a rdkos sejtek szubkutan injektalasa.
Ennél a tipusu, ektopikus beiiltetésnél azonban hianyoznak az ortotopikus szdveti
mikrokdriilmények. 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 kedvezd mikrokornyezet eldsegiti a magasabb angiogén marker

expressziot, illetve a tumorsejt-proliferaciot és a metasztazisok kialakulasat [140].

A SUVitlag értekek ®Ga-NOTA-c(NGR) esetében relative magasabbak a primer tumorokban
(szubkutan novekvé NeDe tumor 21. abra és bal vesénél novekvo tumor 23. abra), mint a
%8Ga-NODAGA-[c(RGD)], felvétele, és ez a kiilonbség szignifikans (p < 0,01) SUVmax és
T/M aranyok esetében az injektalast kovetd 90. percen. Erdekes modon Shao és mtsai [139]
nem taldltak szignifikdns kiilonbséget a T/M aranyokban az NGR- és RGD-alapt
radiofarmkonok kozott HT-1080 tumorokban. Ezzel szemben az altalunk vizsgalt modellben a

%Ga-NOTA-c(NGR) magaban hordozza annak lehetéségét, hogy akar még a dimer-RGD
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alapt radiofarmkonoknal is magasabb halmozast mutasson, mely kiilonbség a ciklikus NGR

peptid eltéré molekularis célpontjanak expresszios tobbletébdl eredhet.

Jeloletlen NOTA-c(NGR)-rel torténd blokkolast kovetden a °Ga-NOTA-c(NGR) felvétele
szignifikansan (p < 0,01) csokkent mind a két primer tumorban. Mas, kordbbi humén
xenograft tumorokkal ¢és %Ga-jelslt NGR-konjugatumokkal végzett [125;138;139]
vizsgalatokhoz hasonloan, esetiinkben is a sikeres blokkolds a ®*Ga-jelolt NOTA-c(NGR)
specifikus APN/CD13 kotddésre utal, melynek jelenlétét a NeDe tumorok és metasztazisok

esetében western blot vizsgalataink is igazoltak. (26. abra).

Az angiogenezis a metasztazis létrejottéhez kapcsolodd tobblépesds folyamat egyik
elofeltétele, mely soran a rakos sejt a primer tumor helyérdl tavoli helyre vandorol [141]. Az
APN/CD13 szerepet jatszik ebben a folyamatban, ugyanis noveli a rakos sejtek invazivitasat
¢és metasztazisképzési hajlamat [142], illetve a malignus sejtek vandorlasat az extracellularis
matrix bontasaval is el6segitheti [143]. Jelen projektiinkben egy szingénikus allatmodellt
[128] hasznaltunk az APN/CD13 expresszio *Ga-NOTA-c(NGR)-rel torténd vizsgalatara
nem csak primer tumorokban, hanem metasztatikus nyirokcsomokban is. A NeDe tumor
sejtek bal vesetok ala torténd 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 tapasztalthatd
%Ga-NOTA-c(NGR), mint radiofarmakon alkalmazasaval. Ez alapjan az jonnan szintetizalt

68Ga-je161t NOTA-c(NGR) igéretes nyomjelz0 lehet metasztazisok kimutatasara is.
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8. Osszefoglalas

A gallium-68 radioizotop egy generatorbdl nyerhetd pozitron-forras, mely lehetdséget teremt
PET-radiofarmakonok gyors, hatékony, a jovében akar kit alapon torténd eldallitdséara is,
ugyanis fémes tulajdonsagainak koszonhetden kelator-alegységen keresztiil bioldgiai vektorok
sz¢éles skaldja jelolhetd vele. Vizsgalataink soran a nuklearis medicindban egyre nagyobb
jelent6séggel rendelkezd °®Ga-jelolt komplexek —szintézisével, karakterizalasaval —és

preklinikai szinten torténd felhasznalasaval foglalkoztunk.

%®Ga-PET-radiogyogyszerek eldallitisa soran meghatdrozo szerepe van a radioizotéppal
komplexet képzd kelator-alegység kémiai sajatsagainak. EQyik kisérletsorozatunk soran
TACN-alapu kelatorok Osszehasonlité radioanalitikai vizsgalatat végeztiik el, mely alapjan
megallapithato, hogy legalabb két foszfin-tartalmu szubsztituens elengedhetetlen a TRAP-
tipusi kelatorok esetében ismert rendkiviili nagyhatékonysagn komplexképzéshez ®Ga-
izotoppal. Ennek megfeleldoen a TRAP mintdzat egy foszfin-csoportja cserélhetd egyéb
donorra. Karboxil-csoportok jelenléte a semleges és gyengén savas pH-n segiti a
komplexképzést. Ezekkel a szerkezet-komplexképzési sajatossag Osszefliggésekkel a jovo

kelatorainak tervezését igyekeztiink segiteni.

Az elézdekben ismertetett karakterizalasra az irodalomban elsésorban kézi jeldléseket
hasznalnak, amelyek azonban csak lasst, nehezen reprodukalhaté mérési eredményekkel és
viszonylag magas felhasznalt anyagmennyiséggel végezhetéek. Ezzel szemben
mikrofluidikdval kapcsolatos kutatasi projektiink megvaldsitasa soran sikeresen teszteltiink
egy olyan, éltalunk el8allitott mikrofluid rendszert, amely képes °®Ga-jeldlési reakcidk
automata elvégzésére ¢és analizisére. A rendszer hasznalataval lehetdségiink nyilt
makrociklusos kelatorok radiojelzési hatékonysaganak széleskori jellemzésére is automatizalt
moddon, tovabbd demonstraltuk, hogy folyamatos &ramldsos mikrofluid rendszerben
lehetséges 68Ga-jel('jlések végrehajtasa kivalo radiokémiai tisztasaggal (95%<), illetve jelentds

aktivitas retencid nélkiil (<5%).

Tovabbi vizsgalataink soran magas radiokémiai tisztasaggal és stabilitassal allitottunk el egy
0j, *®Ga-jelslt radiofarmakon-készitményt, a **Ga-NOTA-c(NGR)-t, melyet APN/CD13+
NeDe sejtvonallal létrehozott szingénikus kisallat-tumormodell segitségével teszteltiink

tumorok és metasztazisok kimutatasara sikeresen.
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9. Summary

Radioisotope gallium-68 is a positron-source, which is available from generator, which makes
quick, efficient and in the future even Kkit-based synthesis of PET-radiopharmaceuticals
possible, as due to its metallic properties a wide scale of biological vectors can be labelled
with it using a chelator moiety. Our experiments focused on the synthesis, characterization
and preclinical application of ®Ga-labelled complexes as they are gaining increasing

relevance in nuclear medicine.

Chemical properties of the chelator moiety have a determinative role during the synthesis of
%Ga-PET-radiopharmaceuticals. During one of our series of experiments we performed the
comparative radioanalytical examination of TACN-based chelators, based on which two
substituents containing is essential for the excellent ®®Ga-complex-formation efficiency
described by TRAP-type chelators, therefore one of the phosphinic group of the TRAP pattern
can be changed to other donor. The presence of carboxyclic group can help complex-
formation at neutral and mildly acidic pHs, with these structure-complex-formation property

relationships we intend to help the planning of the chelators of the future.

For the previously described characterisation, primarily manual labellings are used in the
literature, which however is slow, can be hard to reproduce and can be produced with
relatively high amount of substance. Contrarily, we successfully tested such a microfluidic
system during our research project related to microfluidics, which is suitable for performing
and analysing ®®Ga-labelling reactions automatically. We were able to provide complete
characterization of radiolabelling efficiency of macrocyclic chelators in an automated manner,
furthermore we demonstrated that it is possible to performe ®®Ga-labellings in a continuous-
flow microfluidic system with an excellent radiochemical purity (95%<) without significant

activity retention (<5%).

In our further studies, we synthesized a new, ®®Ga-labelled radiopharmaceutical, the *Ga-
NOTA-c(NGR) with high radiochemical purity and stability, which we tested with
APN/CD13+ NeDe cell line and syngeneic small animal tumour model for the detection of

tumours and metastases successfully.
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14. Eloadasok, poszterek jegyzéke

14.1. El6adasok jegyzéke

Maté Gabor, Szikra Dezsd, Simetek Jakub, Kertész Istvan, Wester Hans-Jiirgen,
Galuska Laszl6 Microfluidic Labelling - an Efficient Way for the Optimization and
Production of ®®Ga-Radiopharmaceuticals Annual Congress of the European Association
of Nuclear Medicine, 2014. oktober 18-22. Goteborg, Svédorszag

Szikra Dezs6, Maté Gabor, Nagy Gabor ®*Ga-microfluidics, COST meeting, 2014. jalius
12. Varso, Lengyelorszag

Maté Gabor, Szikra Dezsd, Simedek Jakub, Kertész Istvan, Wester Hans-Jiirgen,
Galuska Laszl6 Taking Ga-68 labeling optimization to the fast line with a new
microfluidic system, Annual Meeting of the Society of Nuclear Medicine and Molecular
Imaging, St. Louis, USA, 2014. junius 7-11.

Miaté Gabor, Simeéek Jakub, Notni Johannes, Galuska Laszld, Wester Hans-Jiirgen,
Kertész Istvan Radiochemical Evaluation of Phosphinic, Carboxylic and Mixed Chelators
for Gallium-68; Annual Congress of the European Association of Nuclear Medicine,
2013. oktober 19-23. Lyon, Franciaorszag; Absztrakt elérhetdség: Eur. J. Nucl. Med.
2013 40:S116-S116.

Maté Gabor, Szikra Dezso, Kertész Istvan, Galuska Laszlo %8Ga-kelatorok
komplexképzési reakcidinak mikrofluidikai optimalizaldsa; Oszi Radiokémiai Napok,
2013. oktober 16-18. Eger. (az eldadas a konferencian a Vértes Attila Nivodij — Kiilondij
kitiintetésben részestilt.)

Maté Gabor, Kertész Istvan, Galuska Laszlo, Simeéek Jakub, Notni Johannes:
Aszimmetrikusan szubsztitualt ®*Ga-kelatorok Ssszehasonlito vizsgalata; Hevesy Gyorgy
Magyar Orvostudomanyi Nuklearis Tarsasdg XVIII. Kongresszusa, Pécs, Tudaskozpont,
2013. janius 30 — jalius 2.

. Kertész Istvan, Maté Gabor, Marian Teréz, Leiter Eva, Trencsényi Gyorgy:
Szideroforok jeldlése *®Ga-mal; Hevesy Gyoérgy Magyar Orvostudomanyi Nukledris
Tarsasag XVIIIL. Kongresszusa, Pécs, Tudaskozpont, 2013. janius 30 — jalius 2.

Maté Gabor: Experimental Investigation of Highly-Efficient ®Ga-Chelators for
Radiopharmaceutical Purposes; European Medical Students’ Conference, Debrecen,
2012. oktober 19-22.
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11.

12.

13.

1.

Maté Gabor, Kertész Istvan, Simeéek Jakub, Wester Hans-Jiirgen: Nagy hatékonysagn
%8Ga-kelatorok vizsgalata radiogyogyszerészeti felhasznalasra; MKE Oszi Radiokémiai
Napok 2012, Siéfok, 2012. oktéber 8-10.

Kertész Istvan, Maté Gabor, Trencsényi Gyorgy, Marian Teréz: Szideroférok
radiojelolése *®®Ga-mal az aszpergillozis kimutatasara PET technikaval, MKE Oszi
Radiokémiai Napok 2012, Siofok, 2012. oktdber 8-10.

Kertész Istvan, Maté Gabor, Trencsényi Gyorgy, Marian Teréz: Trial-labelling of
Siderophores with Ga-68; MTA DAB II. sz. Orvostudomanyi és Biologiai Szakbizottsag
Nuklearis Medicina Munkabizottsag tudomanyos iilése, Debrecen, 2012. szeptember 13.
Kertész Istvan, Maté Gabor, Halmos Gabor, Mez0 Gabor: Peptidek nyomjelzése
pozitron-sugarzé izotopokkal; MTA Peptidkémiai Munkabizottsag 2012. évi tudomanyos
iilése, Balatonszemes, 2012. majus 30.

Sipos Attila, Maté Gabor, Torok Zsolt, R6th Erzsébet, Borbas Aniké, Batta Gyula,
Bereczki Ilona, Kéki Sandor, Jona Istvan, Rozgonyi Ferenc, Ostorhdzi Eszter, Evelien
Vanderlinden, Lieve Naesens, Herczegh Pal: Fluoreszcens teikoplanin-pszeudo-aglikon
¢és risztocetin-aglikon szdrmazékok szintézise és farmakologiai jellemzése; MTA
Szénhidrat, Nukleinsav és Antibiotikum Munkabizottsdga 2012. évi tudomanyos iilése,

Debrecen, 2012. méjus 31. — junius 1.

14.2. Poszterek jegyzéke:

Kertész Istvan, Maté Gabor, Enyedi N. Katalin, Szikra Dezsd, Trencsényi Gyorgy,
Marian Teréz, Mezé Gabor Design, synthesis and radiolabelling of NGR peptides with
%Ga; Annual Congress of the European Association of Nuclear Medicine, 2014. oktdber
18-22. Goteborg, Svédorszag

Kertész Istvan, Karpati Levente, Maté Gabor, P¢liné Szabd Judit, Nagy Tamas,
Trencsényi Gyorgy, Marian Terész: Synthesis and in vitro application of 2'-
[*8F]fluoroethylrhodamine B for detecting multidrug resistance; Annual Congress of the
European Association of Nuclear Medicine, 2013. oktober 19-23. Lyon, Franciaorszag;
Absztrakt elérhetdség: Eur. J. Nucl. Med. 2013 40:S283-5283.

P. Szab6 Judit, Trencsényi Gyorgy, Nagy Tamas, Maté Gabor, Kertész Istvan, Krasznai
Zoard T., Marian Teréz: A [‘*F]fluoroetil-rodamin B a multidrog-rezisztencia
kimutatasara alkalmas PET tracer; Hevesy Gyorgy Magyar Orvostudomanyi Nukleéris

Tarsasag XVIIIL. Kongresszusa, Pécs, Tudaskdzpont, 2013. janius 30 — jalius 2.
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15. Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények kiilonlenyomatai
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