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1 Bevezetés és célkituzés

A pozitronemisszids tomografia (PET) és az egy foton
kibocsatasos komputer tomografia (SPECT) olyan fejlett
funkcionalis képalkot6 eljarasok, amelyek lehetdvé teszik
a szoveti metabolitikus ¢és biokémiai folyamatok
kvantitativ vizsgalatat in vivo koriilmények kozott. A
modszer 1ényege, hogy az €él6szervezetébe egy radioaktiv
izotoppal jelolt biologiailag aktiv molekulat juttatnak és a
kibocsatott radioaktivitas detektalasa révén bepillantast
nyerhetiink a szervezetben zajl6 adott ¢lettani folyamatrol.
A PET technika kiilonosen fontos az onkoldgiai
diagnosztikdban, mivel a malignus sejtek fokozott gliik6z
anyagcseréje jol kimutathaté a 2-['®F]fluoro-2-dezoxi-
gliikoz ([ F]JFDG) radiogyogyszerrel.

A daganatszovetekben kialakulo hipoxia olyan
oxigénhidnyos allapot, amely a gyorsan névekvd tumorok
nem megfeleld vérellatasa miatt jon 1étre. Az igy kialakulo
hipoxids mikroklima jelentds hatdssal van a daganat
terapidk hatékonysagat. Sejtszinten az oxigénhidny
hipoxia-indukalta faktorok (HIF-ek) aktivalodaséhoz
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vezet. Ezek a transzkripcios faktorok génexpresszios
véaltozasokat inditanak el, amelyek eldsegitik az
érképzodést, valamint novelik a sejtek taléloképességét
hipoxids kornyezetben. Tovabba a hipoxia fokozza a
daganat agresszivitasat, metasztatikus potencialjat, és
csokkenti a sugarkezelés és bizonyos kemoterapias szerek
hatékonysagat. A tumor oxigénhianyos teriileteinek az
eldzetes detektalasa fontos segitséget nyujthat a kemo- és
sugarterapiak tervezéséhez.

Kutatomunkam egyik témdja tumor hipoxia PET
képalkotdassal torténé kimutatasara alkalmas 2-
nitroimidazol molekularészletet tartalmazo, *Sc- és
3Mn-jelzett radiofarmakonok szintézise, valamint
fizikai-kémiai, radiokémiai és preklinikai vizsgalata volt.

A célzott radioterapia egyre népszerlibb
alkalmazéasa jelentdsen noveli az érdeklddést olyan
innovativ radiofarmakon-platformok irant, amelyek
egyszerre biztositanak stabil radiofém-kotést, nagyfok in
vivo stabilitdst, valamint konjugalhatosdgot biologiai
szempontbol relevans molekuldkhoz. A polioxometallatok
(POM-o0k) — kiilondsen a polioxopalladatok (POP-ok) —jol

definialt, toltéssel szabalyozhatd szerkezetiik és fémion-
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kotd képességiik révén kivaloan alkalmasak radiofémek
hordozasara. A Kortz és munkatarsai altal szintetizalt,
bizmutionokat koordindlé6 Bi-POP komplexek 1j
lehetoségeket nyujtanak a  célzott radioterapias
gyogyszerfejlesztésekhez.

Ebben a témaban a kutatasunk célja radioaktiv
bizmutizotopot tartalmazo POP rendszerek létrehozdsa
volt.  Megfelelo  fedocsoportok —  azid- és
karboxilfunkcioval elldatott fenil-arzendt egységek —
alkalmazasa révén biomolekulikhoz konjugdlhato Bi-
POP komplexek eloallitasa is tervezheté, ami sziikséges
a szelektiv tumorcélzdashoz.

Mivel a klinikailag relevans (a-sugarzo) bizmut-
213 izotophoz vald hozzaférés korlatozott, ezért a
radiokémiai vizsgélatokhoz modellizotopként (y-sugarzo)
bizmut-205/206 izotopokat alkalmaztunk, amelyek
azonos kémiai viselkedésilk miatt alkalmasak a
komplexek kialakuldsanak, stabilitdsanak és radioizotop-
koto képességének értékelésére.

A melanoma az egyik legrosszabb progndzisu
bdérdaganat, amely a pigmenttermeld melanocitakbdl ered,

¢s fokozott metasztatikus potencialja révén rovid 1d6 alatt
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attétet adhat a nyirokcsomokba és tavoli szervekbe. A
tulélés szempontjabol meghatarozo a korai diagnozis és az
attétek in vivo detektdlasa. A molekularis képalkoto
eljarasok, koztiik a PET és a SPECT lehetdséget kinalnak
a  melanéma célzott  kimutatasara szelektiv
radiofarmakonokkal.

A melanocortin-1 receptor (MCI1R)
nagymértékben fejezddik ki a melanoma sejtek felszinén,
ezért alkalmas célmolekula a diagnosztikus és terapids
célu radioligandum fejlesztésekhez. A NAPamid egy kis
molekuldji peptid, ami nagy affinitassal kotodik az
MCIR-hez, ezéltal szarmazékai igéretes jeloltek a
melanéma szelektiv képalkotdshoz ¢és terapidhoz. A
NAPamid peptid, kis méretébdl fakadéan azonban
gyorsan eliminaldédik a szervezetbdl, ami korldtozza a
rontja radiogyogyszerként torténd alkalmazdsat. A
peptidek keringési idejének novelésére alkalmazott egyik
ismert modszer az albumink6td molekuldhoz vald
konjugélés, erre a célra alkalmas vegyiilet példaul a 4-(p-

jod-fenil)-butansav (IPB).



Kutatasom harmadik témajanak célja egy olyan,
albuminkoto egységgel (IPB) mddositott NAPamid-
szarmazék eloallitasa volt, amely izotdpjeloléssel
alkalmassa vadlik a melanoma in vivo detektdalasara
és/vagy potencidlisan terdapiara is az alkalmazott
fémizotop nuklearis tulajdonsdagainak megfeleloen.

A szintetizalt vegyliletet gallium-68, bizmut-
205/206 ¢és lutécium-177 izotopokkal radioaktivan
jeloltik és in vivo, valamin ex vivo biodisztribucios

vizsgalatokkal tanulmanyoztuk a radiokomplexek

diagnosztikai ¢€s terapias alkalmazhatosagat.

2 Alkalmazott modszerek

A szintézisek soran analitikai  tisztasagu
reagenseket, mig a radioaktiv jelzések soran ,,ultra pure”
jelzést vegyszereket hasznéltunk.

A PC2AM"™"  ligandum elballitisa  soran
oszlopkromatografids tisztitast UV-VIS detektorral
felszerelt CombiFlash® EZ Prep kompakt flash
kromatografon végeztik, a késziilékhez pedig Redisep®
Rf Gold szilikagélt tartalmazo flash oszlopot hasznaltunk.
A reakciok kovetését és a termékek tisztasaganak
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ellendrzését Waters 2690 Separation Module analitikai
HPLC rendszerrel végeztik, melyhez Waters 996
diddasoros detektort és Phenomenex Luna® 5 pm C18(2)
100 A, 150 x 4,6 kolonnat kapcsoltunk. A ligandum végsé
tisztitasat YL9120S UV/VIS detektorral kapcsolt YL9100
HPLC rendszerrel (Youngin Chromass) valdsitottuk meg,
az elvalasztast Phenomenex Luna® 5 pm C18(2) 100 A,
250 x 21,2 mm kolonnan végeztiik.

A vegyiiletekrél felvett 'H- és '3C-NMR
spektrumokat Bruker Avance DRX 360 MHz-es, Bruker
DRX-400 MHz-es ¢és Bruker Avance II 500
spektrométerrel rogzitettik. A HR-MS spektrumokat a
Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékének munkatarsai mérték Bruker maXis 1T UHR
ESI-QTOF MS késziilékkel.

A DO3AM-NI ligandum eldallitdsa sordn a
vékonyréteg kromatografidhoz Kieselgel 60 F254 (Merck)
TLC lapot hasznaltunk, mig a vegyiiletek detektaldsa UV
fénnyel tortént. Az LC-MS méréseket Waters Acquity
UPLC Iclass rendszerhez kapcsolt maXis II UHR ESI-
QTOF MS Bruker tomeg spektrométerrel valositottuk
meg. A Waters LC Module 1 HPLC rendszert Luna C18
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10 um (250 x 10 mm) oszloppal hasznaltuk a félpreparativ
HPLC tisztitasokhoz. Analitikai HPLC vizsgalatokhoz
Waters 2695 Alliance HPLC rendszert alkalmaztuk Luna
C18 3 um (150 x 4.6 mm) oszloppal. A félpreparativ
HPLC rendszer esetében UV detektort alkalmaztunk, mig
radioanalitikai mérések esetén az UV detektor mellett
ATOMKI 120 Csl szcintillacios radioaktiv detektort is. A
radiokémiai kisérletekhez a ®Ga izotopot egyrészt
8Ge/*8Ga izotopgeneratorbol (Eckert-Ziegler) nyertiik, de
egyes kisérletekhez a DE KK Orvosi Képalkoté Klinika
Nuklearis Medicina Tanszéken talalhaté ciklotronban
eldallitott gallium-68 izotopot hasznaltuk. A tobbi
alkalmazott izotopot, a szkandium-44-t, mangan-52-t és a
bizmut-205/206t szintén a  tanszéken talalhato
ciklotronban allitottuk el6. A lutécium-177 izotdpot az
IZINTA Trading Co. Kft-t6l vasaroltuk. A mintdk
radioaktivitdist CAPINTEC CRC-15PET késziiléken
hataroztuk meg. Az 1TLC kromatogramokon a
radioaktivitast MiniGinta TLC-szkennerrel detektaltuk és
az adatok kiértékelését a GINA-Star TLC szoftverrel
végeztiik el. A biologiai mintdk radioaktivitasat Perkin-

Elmer Packard 406 Cobra gamma szamlaloval mértiik
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meg. A PET képeket a miniPET II és a miniPET III

kameraval készitettiik.

3 Uj tudomanyos eredmények

3.1 Meghataroztuk a Sc(DO3AM-NI) komplex
stabilitasi allandéjat, (log Ksc = 22,36(4)), ami
mely lényegesen kisebb, mint a DOTA és DTPA
komplexeké. A Sc(DO3AM-NI) komplex
a negyede Sc(DOTA) értékének, ami

kiemelkedéen nagy inertséget jelent.

A vizsgélatainkhoz az irodalombdl ismert

DO3AM-NI ligandumot hasznaltuk fel. (1. bra)

[\ N\ / \ /"~COOH
N ( )
NO,

Hooc—/" \ /\/coou

1. abra 4 DO3AM-NI ligandum szerkezete

A méréseket a bazicitds meghatdrozasara 1,72 és
11,85 pH tartomanyban végeztiik (37°C 1=0,15 M NaCl),
mely alapjan 6t protonalodasi 1épést hatdroztunk meg. A

ligandum bazicitasa kisebb (log fois = 25,10), mint a
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DOTA ligandumé (log fois = 33,68). Meghataroztuk a
Sc(DO3AM-NI) komplex stabilitasi allandéjat 'H és **Sc-
NMR vizsgélatokkal. A termodinamikai stabilitasi
allanddja (log KscL = 22,36(4)) 1ényegesen kisebb, mint a
DOTA ¢és DTPA ligandumok esetében meghatarozott
értekek. Mivel a bazicitas dsszehasonlitasa félrevezethetd
lehet kiillonb6z6 ligandumok Osszehasonlitdsa soran, a
képességet jobban jellemzd pSc értékeket hasonlitottuk
0ssze (pScmpozm-nn = 20,74, pScipota) = 23,92, pScpTra) =
23,88), melyek kozott mar kisebb a kiillonbség. A
makrociklusok esetében a savkatalizalt disszociacio a f6
disszociacids ut, igy erds sav jelenlétében vizsgaltuk a
Parhuzamos kisérletek végeztink ¢és a kovetkezd
sebességi allandokat kaptuk: (1,55 £ 0,04) x 10 s7! és
(1,67 £ 0,05) x 10° s'. A Sc(DO3AM-NI) esetében
kapott értek egynegyede a Sc(DOTA) komplex azonos
koriilmények kozott meghatéarozott sebesseégi

allanddjanak.
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2. dbra A szabad Sc(lll)-nak megfelel6 **Sc NMR
csucsteriilet az ido  fiiggvényében az Sc-DO3AM-NI

1= 1,0 M; 25°C).
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3.2 Pozitron sugarzé szkandium-44 izotoppal
jeloltik a  DO3AM-NI ligandumot és
megvalositottuk a  radiojelzett farmakon
tisztitasat. Kiilonb6zo stabilitasi modszerekkel
vizsgaltuk a jelzett komplexet, mely alapjan 4 éra
elteltével is 98% feletti volt a radiokémiai
tisztasaga a vizsgalt koriilmények kozott.
Meghataroztuk a [*Sc]Sc-DO3AM-NI oktanol-
viz megoszlasi hanyadosat (logP = -3,89), ami

alapjan a komplex hidrofil.

A radioaktiv jelzéshez hasznalt szkandium-44
izotopot ciklotronban allitottuk eld természetes kalcium
besugarzasaval. A szkandium-44 izotopot megtisztitottuk
a target anyagtol és az esetleges egyéb fémszennyezdktol.
Ezutan a kovetkezd reakcidelegyet allitottuk Ossze: 500
uL  [*Sc]ScCl; (100-150 MBq) oldathoz 100 uL
NaOAc/HOAc puffert (3 M, pH =4), 20 uL 5% NaOH és
5 uL DO3AM-NI t6rzsoldatot (1 mg/mL) adtunk, amit 95
°C -on 15 percig melegitettink. A keletkezett
radiokomplex tisztitasat szilard fazist extrakcioval (SPE)

végeztiik, €s erre a célra a LiChrolute EN oszlopot talaltuk
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a legalkalmasabbnak. A vegyiilet radiokémiai tisztasagat

radio-HPLC-val hataroztuk meg. (3. 4bra)
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3. abra A tisztitott [**Sc]Sc-DO3AM-NI
radiokromatogramja. A radio-HPLC vizsgalathoz Luna
CIl8 3 um (150 x 4,6 mm) oszlopot hasznaltunk. Az A
oldoszer: oxalsav (0,01 M pH = 3); a B oldoszer:
acetonitril volt.

Referencia vegyiiletként eldallitottuk még az
irodalombol ismert [**Ga]Ga-DO3AM-NI komplexet is. A
gallium-68 ¢és a szkandium-44 izotoppal jelzett tisztitott
radiofarmakonok stabilitasat szobahdmeérsékleten
vizsgaltuk egérplazmdban, valamint NacH;EDTA és
oxalsav jelenlétében. Kiilonb6z6 iddpontokban mintdkat
vettink az elegyekbdl, amelyeket radio-HPLC-vel

analizaltunk. A komplexek radiokémiai tisztasdga 240

perc elteltével még mindig 98% felett volt. Megmértiik
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mind a két vegyiilet logP-jét, mely alapjan a [*3Ga]Ga-
DO3AM-NI esetében -3,89, mig a [**Sc]Sc-DO3AM-NI
esetében -2,59 értéket kaptunk. Az alacsony logP értékek
azt mutatjak, hogy mindkét radiofarmakon hidrofil

sajatsagu.

33 A  #Sc-  és %BGa-jelzett DO3AM-NI
radiofarmakonok in vivo és ex vivo
biodisztribucidjat hataroztuk meg egészséges és
KB tumort hordozo egerek felhasznalasaval.
Mind a két vegyiilet a vesén Kkeresztiil iiriil. A
szkandium-44 izotoppal jelzett radiofarmakon
jobb képalkoto tulajdonsaggal rendelkezik, mint
a gallium-68 izotoppal jelzett.

Elsének egészséges egereken vizsgaltuk a
radiokomplexek in vivo és ex vivo szervi megoszlasat. A
radiofamakonok beadéasa utan 90 és 240 perccel PET/MRI
felvételeket készitettiink. A felvételeken egyértelmiien
latszott, hogy a radiokomplexek a vesében ¢és a
hugyhodlyagban dusulnak, igy megallapithatjuk, hogy a
vesén keresztiil {iriilnek. A [®Ga]Ga-DO3AM-NI

esetében azonban a majban, lépben, vesében, belekben,
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tiidében, szivben és az agyban is magasabb standardizalt
felvételi értékeket (SUV) kaptunk a [**Sc]Sc-DO3AM-NI
radiofarmakonhoz képest. Ezeket az eredményeket a 90 és
240 perces ex vivo szervi megoszlasos vizsgalatok is
alatdmasztottak. Ezek utan KB tumoros SCID egerekrol
készitettiink PET felvételeket a fent emlitett korilmények
kozott (4. dbra).

A PET felvételek elemzése soran a [**Sc]Sc-
DO3AM-NI esetében a SUVmean: 1,46 £ 0,32, mig a
SUVmax: 2,35 + 0,47 volt 90 percnél, ugyanakkor 240
percnél a SUVmean: 0,67 + 0,03-nak és SUVmax: 1,55 +
0,28-nak adodott. A gallium-68-al jelolt molekula
esetében 90 percnél a SUVmean: 0,79 £ 0,10 és a
SUVmax: 1,94 £ 0,40 volt, mig 240 percnél a SUVmean:
0,51 0,09 ¢s SUVmax: 1,23 £ 0,10 volt. A kapott SUV
értékek minden esetben alacsonyabbak voltak a [**Ga]Ga-
DO3AM-NI-vel késziilt PET képeken a [**Sc]Sc-
DO3AM-NI-hez képest, és ezeket az eredményeket a

szervi megoszlasos vizsgalatok is alatdmasztottak.
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4. abra Reprezentativ in vivo teljes test PET/MRI felvétel
KB daganatot hordozé egerekrél [**Sc]Sc-DO3AM-NI
(4,C) és [**Ga]Ga-DO3AM-NI (B,D) alkalmazdsaval 90
és 240 perc intravénds nyomjelzo injekcio utan. A
[*Sc]Sc-DO3AM-NI és [?¥Ga]Ga-DO3AM-NI
felhalmozodasanak  kvantitativ  SUV  analizise KB
tumorokban (E,F). A bomlas szempontjabdl korrigalt
PET/MRI képeket és adatokat 13 + 1 nappal a tumorse;jt-
oltdas utdn kaptuk. Sarga nyil: KB daganatok.
Szignifikancia szint: p < 0,01 (*).

Ez alapjan azt mondhatjuk, hogy mind a két
radiofarmakon disul a tumorokban, igy alkalmasak

hipoxidra kimutatisara alkalmas radiofarmakonok, de a
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[*4Sc]Sc-DO3AM-NI jobb képalkotd és farmakologiai
tulajdonsagokkal rendelkezik, mivel a [**Sc]Sc-DO3AM-
NI radiofarmakon tumor-izom (T/M) ardnya minden
vizsgalt idopontban koriilbeliil 10-15-szor nagyobb volt,
mint a [**Ga]Ga-DO3AM-NI T/M aranya.

3.4 Vizsgaltuk a PC2AM-NI és a PC2A-Ph-NI
ligandumok Mn(II) és Sc(III) ionokkal alkotott
komplexeinek fizikokémiai tulajdonsagait.
PC2AM-NI potencialisan alkalmas mangan
ionok megkotésére. A Sc(PC2AMP"BY) stabilitasa
egy nagysagrenddel marad csak el a Sc(PCTA)
értékétol, ugyanakkor az inertsége lényegesen

jobb.

A fizikokémiai vizsgalatok soran tanulméanyozott

ligandumok  szerkezete lathato az 5.-0s abran.

A X X
o Z Z
N N N
HOOC COOH HOOC COOH HOOC COOH
N N— N N— N N—
NI N N
(o] (o]

o,N k( k‘( NO,
N),\N/\/\/\/NH AN A~ \/\/\/\N/\(N
=/ \/
PC2AM-NI PC2AM"BY pc2A Ph-NI

5. abra A vizsgalt ligandumok szerkezete



A PC2AM szarmazékok protonalodasi allanddinak
meghatarozasa pH-potenciometrias modszerrel tortént. A
mért értékek azt mutatjdk, hogy az -elektronvonzé
csoportok csokkentik a makrociklus aminocsoportjainak
bazicitasat, ezaltal a PC2AM ligandumok kisebb
protonalddasi allandokkal rendelkeznek, mint a PCTA és
a 3,9-PC2A referencia-ligandumok.

A PC2AM-NI ligandum Mn(II) ionokkal alkotott
komplexeinek stabilitdsat potenciometrids és UV-lathatd
spektrofotometrids moddszerekkel hataroztuk meg. A
PC2AM-NI komplexei altalanosan kevésbé stabilak, mint
a referencia ligandumok komplexei, amit az
amidcsoportok  gyengébb  koordinacidés  képessége
magyaraz. A fiziologids pH-n értelmezett pMn-értekek
szerint a Mn(PC2AM-NI) komplex stabilitdsa hasonl6 a
Mn(3,9-PC2A) komplexhez, ezért potencidlisan alkalmas
Mn(II)-ion megkdtésére.

A Sc(Ill)-ionnal alkotott komplexek stabilitasat
#Sc-NMR  spektroszkopia  és  pH-potenciometria
segitségével vizsgaltuk. A méréseket a PC2AM"®"
modellvegyiilettel végeztiik, mely szerkezetében jol

reprezentalja a PC2AM-NI ligandum viselkedését. Az
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NMR mérések alapjan a Sc(PC2AM"®%)" komplex egy
stabil, deprotondlodasra nem hajlamos torzskomplexet
képez, amely valoszinlileg nem tartalmaz koordinalt
vizmolekulat. A stabilitasi allandokat a PSEQUAD
program segitségével szamitottuk, €s Osszevetettiik a
Sc(PCTA)-komplex megfeleld értékeivel. Az eredmények
azt mutatjak, hogy az amidcsoport bevezetése csokkenti a

termodinamikai  stabilitdst, ugyanakkor noveli a

Sc(PC2AM™Y) inertségét.

3.5 A PC2AM-NI és a PC2A-Ph-NI ligandumokat
mangan-52 és  szkandium-44  izotopokkal
jeloltik. Vizsgaltuk a mangan-52 komplexek
képzodésének homérséklet és koncentracio
fiiggését.

A ciklotronban eldallitott mangan-52 izotdp
tisztitdsa utdn kapott [**Mn]MnCl> oldat pH-jat 1 M
HEPES (pH = 7) oldattal pH = 4 értékre allitottuk. Ezutan
kiilonbozo ligandum koncentracidja (0,0001, 0,001, 0,01,
0,1 és 1 mM) reakcidelegyeket allitottunk 0Ossze a
ligandumok  torzsoldatanak a  hozzaadasaval. A

reakcioelegyeket 10 percig melegitettiink 37, illetve 95°C-
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on. Ezt kdvetden mintat vettiink a reakciokbol, amelyeket
radio-vékonyréteg-kromatografiaval (radio-TLC)
analizaltunk. Az alkalmazott radio-TLC modszer a
kovetkezd volt: allo fazis: iTLC; mozgo fazis: 0,5 M-os
citrat oldat (pH = 5,5). A PC2AM-NI esetében mindkét
hémérsékleten a kisebb ligandum koncentracidé is
elegendd volt ahhoz, hogy a fémizotopok beépiilése
teljesen mértékben végbe menjen.

A szkandium-44 izotoppal jelzett vegyiiletek
eléallitasa a kovetkezd modon tortént: 100 pL [**Sc]ScCls
oldathoz 250 uL. NH4OAc/HOACc puffert (3M, pH =4) és
60 pL ligandum torzsoldatot (I mg/mL) adtunk. Az
elegyet 95°C-on 15 percig melegitettiik. A jelzési hozam
a [**Sc]Sc-PC2AM-NI esetében 95%, mig a [**Sc]Sc-
PC2A-Ph-NI esetében 96% volt.

Az radiojelzett komplexeket Sep-Pak C18 Plus
Light (Waters) SPE oszlopon tisztitottuk meg a puffertdl

és a szabadon maradt radioaktiv fémionoktol.
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3.6 Aradiojelzett komplexek stabilitasat szérumban,
EDTA és esszencialis fémionok jelenlétében
vizsgaltuk. Ez alapjan négy ora alatt jelentés
ligandum-csere megy végbe a S2Mn-jelzett
komplexek esetében, mig szérum fehérjék és
esszencialis  fémionok  jelenlétében  nem
tapasztaltunk  atalakulast. A “Sc-jelzett
komplexek intaktak maradtak a vizsgalt
korillmények  kozott.  Meghataroztuk a
komplexek logP értékét is, ami alapjan hidrofil

tulajdonsagot mutatnak.

A radiojelzett vegyiiletek in vitro szérum stabilitas
vizsgdlata soran a  komplexek vizes oldatait
patkanyszérummal kevertiik 0Ossze. A ligandum-csere
kisérlethez 0,2 M-os EDTA (pH = 7,4) oldatot
alkalmaztunk. A fémion-cseréhez a 0,1 mM ZnCl (1 puL),
a 0,01 mM CuCl; (1 pL), a 1,02 mM MgCl, (24 uL) és a
2,28 mM CaClz (24 pL) oldatokat elegyitettiik és ezt az
elegyet adtuk a radiokomplexek vizes oldatdhoz. A
keverékeket 4 oran at szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Mindkét radiofarmakon stabil maradt szérumban és a

fémionok mellett, de a ligandumcsere esetében 4 oOra
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elteltével a [*>Mn]Mn-PC2AM-NI komplex 48%-a, mig a
[**Mn]Mn-PC2A-Ph-NI komplex 22%-a maradt csak
intakt. A **Sc-jelzett vegyiiletek esetében 4 ora elteltével
sem volt valtozas a vizsgalt koriilmények kozott.
Meghataroztuk a radiokomplexek logP értékeit, amely
[**Mn]Mn-PC2AM-NI esetén -2,32, mig a [>*Mn]Mn-
PC2A-Ph-NI esetén -1,42 volt. Hasonlo értékeket kaptunk
a *Sc-jelzett komplexek vizsgilata soran, mivel a
[*4Sc]Sc-PC2AM-NI esetében a logP -2,44, a [**Sc]Sc-
PC2A-Ph-NI esetében pedig -1,25 volt. A kapott
eredmények alapjan a radiofarmakonok hidrofilak, a
kiilonbség a két ligandum komplexei k6zott valdsziniileg

a PC2A-Ph-NI fenil csoportja okozza.
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3.7 Ex vivo biodisztribucios kisérletekkel vizsgaltuk
a radiogyogyszerek eliminaciojat a szervezetbél,
mely alapjan nem csak a vesén keresztiil, hanem
a maj-epe rendszeren keresztiil is végbemegy a
kiiiriilés. A [$>Mn]Mn-PC2AM-NI komplex
esetében jelentés felhalmozodast mértiink tobb

nem célzott szervben is.

Az ex vivo szervi megoszlasos vizsgalatahoz
egészséges (kontroll) C57Bl6 egereket alkalmaztunk. A
vizsgalatokat 90 ¢és 240 perccel a radiogyogyszerek
beadésa utan végeztik. A majban, a vesékben, a vékony-
€s vastagbélben, valamint az epeholyagban is magas
radiofarmakon felvétel volt tapasztalhatdo a két vizsgalt
idépontban mindegyik radiokomplex esetében. A tobbi
vizsgalt hasi és mellkasi szervben alacsony radiofarmakon
felvétel figyelhetd meg a **Sc-jelzett vegyiiletek és a
[**Mn]Mn-PC2A-Ph-NI alkalmazisa soran 90, valamint
240 perc inkubalasi id6 utan is. Ezzel ellentétben a
[*>Mn]Mn-PC2AM-NI komplex esetében viszonylag nagy
radiogyogyszer felhalmozodas lathatdé még a tiidOben,

szivben, a nyal- és hasnyalmirigyben mindkét vizsgalt
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idépontban, ami korlatozza a radiofarmakonként valo

alkalmazhatdsagat.

3.8 PET felvételeket készitettiink B16F10 melanoma
tumoros egerekrol, melyek 6sszhangban voltak
az ex vivo vizsgalatok eredményeivel. A készitett
PET felvételek alapjan a S2Mn- és “‘Sc-jelzett
PC2A-Ph-NI alkalmas a tumor hipoxia

Kimutatasara.

A radiofarmakonokat B16F10 tumort hordoz6 egerek
farok vénajaba injektaltuk, majd ezutan 90 és 240 perccel
PET felvételeket készitettiink az allatokrdl (6. abra). A
PET felvételek kiértékelése alapjan a szubkutan névekvo
B16F10 melanoma daganatok oxigénhidnyos teriiletei
egyértelmiien azonosithatok a hipoxias sejteket célzo
2Mn- és *Sc-jelzett PC2A-Ph-NI radiofarmakonokkal.
Ezzel ellentétben az *Mn- és *Sc-jelzett PC2AM-NI
komplexek esetében alacsony tumor akkumulaciot és
tumor-izom aranyt kaptunk, igy ezek a radiojelzett
vegyiiletek jelen formdjukban nem alkalmasak a tumor

hipoxids régidinak a kimutatasara.
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6. abra Bomlas-korrigalt PET felvételek BI16F10
melanoma tumort hordozo egerekrol 90 és 240 perccel a
[>Mn]Mn-PC2AM-NI, a  [P’Mn]Mn-PC2A4-Ph-NI,
valamint a [**Sc]Sc-PC2AM-NI és a [**Sc]Sc-PC2A-Ph-
NI intravénas injekcidja utan. Piros nyilak a B16F10
daganatot jelzik.
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3.9 Sikeresen allitottunk elé radioaktiv bizmuttal
jelolt Bi-POP komplexeket. Kidolgoztunk egy
kromatografias eljarast a komplexek
detektalasara.  [*'52%Bj]|BiPdi2AsL-komplexet
sikeresen tisztitottuk szilardfazisu extrakcioval,
majd szérum stabilitasi tesztet végeztiink a

tisztitott vegyiilettel.

A kutatas soran négy kiilonb6zo radioaktiv Bi-POP
komplexet ([>°?°Bi]BiPdi2AsL, [**?°Bi]|BiPdi2AsLx,
[205206B{]BiPd;2AsLc és [2°?%°Bi]BiPd;sPL) allitottunk
elé sikeresen. A jelolési reakciokat natrium-acetat-ban,
Pd(OAc): jelenlétében 80 °C-on végeztiik. A radioaktiv
bizmut beépiilését radio-TLC ¢és iTLC modszerekkel
ellendriztiik. Az altalunk kifejlesztett iTLC modszer
kisebb alapvonalat eredményezett €és ezaltal a négy
[295206B{]Bi-POP komplex pontosabb detektalasat tette
lehetévé. (7. abra)

25



1 i
START FRONT START FRONT

0S206B3  20S206BiPA,ASLL 205206833+ 205206BiPd s AsLy

¥ [ o 1
sTaRY FRoNT | START FRONT

205206 g3+ 205206 BiPd,»AsLc 205206 g3+ 205206 BiPd,<PL

7. abra A [?%?%Bi]BiPd;,AsL, [**’*"°Bi]BiPd;.AsLx,
[?%2%Bi]BiPd;2AsLc és [2*?%Bi]BiPd;sPL
reakcioelegyek radio-iTLC kromatogramjai (allo fazis:
iTLC-SG papir, mozgo fazis: 0,05 M Na>CO3)

A radiokémiai hozam 10 perc reakci6id6t kovetden

minden esetben nagyobb volt, mint 99%. A radioaktiv
komplexek azonositasara egy forditott fazisu-TLC
modszert, mig tisztasdganak vizsgalata az iTLC modszert
talaltunk megfelelonek.

A [?%5206B{]BiPd»AsL-komplex sikeres tisztitasat
szilardfazisu extrakcioval Sep-Pak C18 Plus Light
(Waters) oszlopon végeztiik. A masik harom komplex

esetében az SPE tisztitds nem volt eredményes, vagy nem
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megfeleld6 megkotddés, vagy irreverzibilis adszorpcid
miatt. In  vitro  stabilitds  vizsgalat soran a
[205206B{]BiPd 2AsL-komplex gyors aggregaciot mutatott
patkanyszérumban, amit a komplexben 1évé szamos
aromas feddcsoport és a szérumfehérjék kozotti erds
kolcsonhatas okozhatott.

A radiokémiai vizsgalatok soran alkalmunk nyilt
bizmut-213 izotoppal is eldzetes kisérleteket végezni, és
ennek soran sikeresen eldallitottuk a [2!°Bi]BiPdi2AsL és
[?*Bi]BiPdi2AsLn  komplexeket, azonban a generator
rovid felhasznéalhatosaga korlatozta a tovabbi kisérletek

elvégzését.

3.10 A harmadik kutatiasi témam albuminkoto
egységgel rendelkezd, radiojelzett DOTA-
NAPamid szarmazékok farmakokinetikai
vizsgalata volt, ennek soran eldszor sikeresen
eléallitottunk egy 4-(p-jod-fenil)-butansavval és
DOTA kelatorral konjugalt NAPamid peptid

szarmazékot.

A DOTA-IPB-NAPamid-ot (10) tobblépéses

szilard fazist peptid szintézissel allitottuk eld. (8. dbra) A
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szintézis soran eldszor egy védett lizin szarmazékot (1)
kapcsoltunk a gyantdhoz kotott NAPamid peptidhez (2),
majd eltavolitottuk az 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc)
véddcsoportot. A kapott 4-es szarmazékot konjugaltuk 4-
(p-jod-fenil)-butansavval (5), amit a 1-(4,4-dimetil-2,6-
dioxo-ciklohex-1-ilidén)-etil (Dde) véddcsoport
eltavolitasa kovetett. Ezutdn DOTA-trisz(t-Bu)-észtert
kapcsoltunk a szabadda valt amino csoporthoz. A
szintézist trifluorecetsavas hidrolizissel zartuk, amellyel
eltavolitottuk a véddécsoportokat ¢és lehasitottuk a
célvegyiiletet a gyantardl. A nyersterméket félpreparativ
HPLC-vel tisztitottuk, majd tomegspektrometridval

azonositottuk.
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8. abra Az albuminkoté egységet tartalmazo DOTA-IPB-
NAPamid (10) szintézise
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3.11 A DOTA-IPB-NAPamid ligandumot gallium-68,
bizmut-205/206 ¢és lutécium-177 izotéopokkal
jeloltik és  kidolgoztuk az igy nyert
radiofarmakonok tisztitasat. Az eloallitott
radiojelzett fémkomplexek stabilnak bizonyultak
szérumban, EDTA jelenlétében és esszencias
fémionok jelenlétében is a vizsgalt idoablakban.
Az albuminkoté egység beépitése egyértelmiien
lipofilebbé tette a komplexeket a referencia

vegyiiletekhez képest.

A DOTA-IPB-NAPamid radioaktiv jelolését
elészor pozitron-sugarzé [*Ga]galliumionnal végeztiik,
amelyet ciklotronban allitottunk el és tobb lépéses
tisztitas utan alkalmaztunk. A reakciot 95°C-on,
NH4OAc/HOAc puffer jelenlétében hajtottuk végre, a
kapott radiokomplexet Sep-Pak C18 Plus Light (Waters)
oszlopon szilard fazist extrakcioval tisztitottuk. A jelolés
hozama megkozelitette a 98%-ot. A preklinikai
vizsgalatokhoz a ligandumot még bizmut-205/206
izotopkeverékkel — ez az alfa-emittald bizmut-213
alternativajaként szolgalt —, wvalamint béta-sugarzo

['""Lu]lutéciumionnal is sikeresen komplexaltuk. Minden
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esetben kivald, >98%-os jelzési hozamot €s radiokémiai
tisztasagot értlink el. Ezen kivil a kereskedelmi
forgalomban kaphaté DOTA-NAPamid vegyiiletet is
megjeloltiik ugyan ezekkel az izotopokkal, és az igy kapott
komplexeket referenciaként hasznaltuk fel a preklinikai
vizsgalatokban. A radiojelzett termékek tisztasagat radio-
HPLC-vel és radio-iTLC-vel igazoltuk.

A tisztitast  kovetden elvégeztik a jelzett
vegyiiletek in vitro stabilitas vizsgalatait szérumban, 0,2
M EDTA oldatban (pH = 7.4), valamint kiilonb6z6
esszencialis fémionok (Mg?*: 0,51 mM, Ca?*": 1,14 mM,
Zn*: 0,01 mM, Cu?: 0,001 mM) jelenlétében. A
kiilonb6z6 idépontokban vett mintdk elemzése soran nem
észleltiink a radiokomplexek bomlasara utalo jeleket, ami
azt jelenti, hogy ezek a vegyliletek stabilak szérumban,
valamint ellenallnak a ligandum- és fémion-cserének is a
vizsgalt koriilmények kozott.

Emellett meghataroztuk a radiofarmakonok logP
értekeit, melyeket az aldbbi tiblazat foglal Ossze. Az
eredmények alapjan az albuminkdtd egységgel (IPB)
rendelkezd komplexek nagyobb lipofilitast mutattak, mint

a referencia vegyiiletek.
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1. tablazat A kiilonbozo radiofémekkel jelzett DOTA-
NAPamid és DOTA-IPD-NAPamid logP értékei.

DOTA-NAPamid DOTA-IPB-
komplexek logP NAPamid
értékei komplexek logP
értékei

gallium-68 jelzett -3,46 -2,12

bizmut-205/206 -3,65 -2,32
jelzett

lutécium-177 -2,60 -1,26
jelzett

3.12 Megvalositottuk a 3Ga-, 205296Bj- és 17" Lu-jelzett

komplexek in vivo és ex vivo eloszlas vizsgalatat,

melyek alapjan az albuminkoto egység

bevezetése (IPB) a hosszu felezési ideji lutécium-

177 izotoppal jelolt radiofarmakon esetében volt

a legkedvezdobb.

A [%®Ga]Ga-DOTA-NAPamid és a [**Ga]Ga-

DOTA-IPB-NAPamid radiofarmakonok tumor célzasi

képességét €és szervi megoszlasat B16F10 melanomat

hordozo egerekkel vizsgaltuk in vivo PET képalkotassal

(9. abra), valamint ex vivo biodisztribucids vizsgalatokkal.

A magas MCI1-R expresszidval jellemezhetd6 B16F10
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tumor modell jol alkalmazhat6 MCI1-R-specifikus
radiofarmakonok preklinikai értékelésére. Mindkét *3Ga-
jelzett vegyiilet egyértelmiien detektalta a daganatokat,
megerdsitve, hogy hatékonyan kotddnek az MCI1-R

receptorhoz.

[68Ga]Ga- [68Ga]Ga-
DOTA-NAPamide DOTA-IPB-NAPamide

E suv suy
i’ "
Lo Lo

coronal

9. abra Reprezentativ bomlaskorrigalt PET felvételek
B16F10 melanoma tumort hordozo egerekrol 90 perccel a
[?*Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [**Ga]Ga-DOTA-IPB-
NAPamid intravénas injekcioja utan és 9 = I nappal az
MCI-R  pozitiv  egér BI6FI0 melanoma  sejt

transzplantdcioja utan. Piros nyilak: B16F10 daganat,
fekete nyil: sziv.

Azonban a PET-felvételek kvantitativ elemzése
szignifikans kiilonbséget mutatott a két vegyiilet kozott: a

[*¥Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid nagyobb
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tumorhalmozast (SUVmean = 1,31 £ 0,24) eredményezett,
mint a [®Ga]Ga-DOTA-NAPamid (SUVmean = 0,43 =
0,09; p < 0,05). Ez az IPB-alapt albumink&td egység
biologiai hatdsara vezethetd vissza, amely lassitja a
radiofarmakon kiiiriilését és ez altal fokozza a daganatban
torténd akkumulacidjat. Ugyanez a jelenség volt
megfigyelhetd az ex vivo vizsgalatokban soran is.
Ezenkiviil a [*®Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid a legtobb
szervben magasabb radioaktiv felvételt mutatott (p <
0,01), valamint a beadas utan 90 perccel a vérben mért
magas %ID/g érték (14,21 + 1,87) is a meghosszabbitott
keringési idore utal. Ezzel szemben a [®3Ga]Ga-DOTA-
NAPamid alkalmazédsa sordn — a veséket leszdmitva —
alacsony  hattéraktivitas  volt  tapasztalhat6. Az
albumink6td egység jelenléte csokkentette a [**Ga]Ga-
DOTA-IPB-NAPamid komplex diagnosztikai PET
agensként valo alkalmazéasanak a potencialjat a referencia
vegylilethez képest, ami féleg a nem célzott szervekben
talalt magas radiofarmakon felhalmozodésnak a
kovetkezménye.

A [2%52%B{]1Bi-DOTA-NAPamid és a [22%B{]Bi-
DOTA-IPB-NAPamid radiofarmakonok MCI-R
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specificitdsanak és szoveti felvételi mintazatdnak
értekelésére ex vivo Dbiodisztribuciés vizsgalatokat
végeztink B16F10  daganatot hordozd  egerek
felhasznalasaval. A vizsgalat soran a radiofarmakonok
szervi megoszlasban jelentds kiilonbségek mutatkoztak. A
[205206Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid, amely egy
albuminkoté egységet tartalmaz, szignifikansan magasabb
radioaktivitast mutatott a legtobb szervben és szovetben,
beleértve a majat, tiidot, szivet és vért, 0sszehasonlitva a
[205206B{]Bi-DOTA-NAPamid vegyiilettel. Ez a vegyiilet
lipofil jellegének és az albuminkotd egység jelenlétének
tulajdonithatd, ami hosszabb keringési id6t, tovabba
hepatobiliaris eliminacidét is eredményezett. Ezzel
szemben a [2*?%Bi]Bi-DOTA-NAPamid gyors vesén
keresztiili kitiriilést mutatott, alacsony véraktivitassal és
magas vesefelvétellel. Mindkét vegyiilet esetében
kimutattdk a BI6F10 melanoma tumorokhoz vald
specifikus kotddést, azonban a [2*2%Bi]Bi-DOTA-
NAPamid alacsonyabb hattérfelvétellel €s magasabb
tumor/hattér ardnnyal rendelkezett, ami el6nydsebb a

klinikai alkalmazas szamara.
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A ['""Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid
radiofarmakonnal in vivo SPECT/CT vizsgélatok
végeztiink, ennek soran a B16F10 melanoma tumor
egyértelmiien detektalhato volt 24 6raval a radiogyogyszer
beadasa utan, mig az albumink6td egység nélkiili
referencia vegyiilet esetében a tumor egyaltalan nem volt
kimutathatd. (10. 4bra) Ez azt jelzi, hogy a '""Lu-jelzett
vegyiilet esetében IPB egység jelenléte jelentdsen javitja a
vegyiilet daganatcélzasi képességét ¢és retenciojat ¢és
terapias hatékonysagat.

(177 Lu]Lu- (177 LuJLu-DOTA-
DOTA-NAPamide  IPB-NAPamide
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10. abra Reprezentativ MIP SPECT/CT-vizsgalatok
BI6F10 daganatos egerekrél 24 ordaval a [V7LujLu-
DOTA-NAPamid és  [’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid
intravéndas beadasa utan és 9 = I nappal a szubkutan
MCI-R pozitiv BI6F1 sejtbeiiltetés utan. Piros nyil:
B16F10 daganat. MIP: 3D maximalis intenzitasu vetités.
Az ex vivo biodisztribiciés vizsgalatok is

megerdsitették a fenti eredményeket, mivel ennek a
vizsgélatnak a soran is a [!”’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid
szignifikdnsan nagyobb tumorfelvételt mutat, mint az
albuminkoté egység nélkiili referencia vegytilet. Az IPB-
egység jelenléte azonban nemcsak a tumorban vald
akkumulaciét és retenciot ndvelte, hanem sajnos
magasabb aktivitast eredményezett a méjban, a vesékben
és a vérbd szervekben is, ami szintén a megnovekedett
keringési 1d6 kovetkezménye.

Vizsgalataink alapjan az albuminkotd egység
bevezetése a hosszu felezési idejli lutécium-177-el jelolt
radiofarmakon esetében bizonyult elénydsnek, mivel
jelentds tumorfelvételt és retenciot eredményezett, igy ez
vegyiilet 24 o6raval a beadasa utdn is képes kifejteni
terapias hatasat. Ezzel szemben a rovidebb felezési idejli
8Ga- és 299206Bj-jelzett vegyiileteknél az IPB-egység

okozta megnovekedett keringési 1d6é ugyan fokozta a
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tumor akkumulaciot, de jelentés hattérfelvételt is
eredményezett, ami rontja a képalkotds mindségét,
valamint jelentds sugarterhelést okoz a nem célzott
szervekben. Az IPB helyett gyengébben albumink&td
egyseg, példaul p-(tolil)vajsav alkalmazasa

kikiiszobolheti ezt a problémat.

4 Az eredmények hasznosithatosaganak
lehetoségei

A [*Sc]Sc-DO3AM-NI preklinikai vizsgalatai
alapjan ez a  radiofarmakon  jobb  képalkotd
tulajdonsagokkal rendelkezett a tumor hipoxia detektalasa
soran, mint a referenciaként hasznalt [**Ga]Ga-DO3AM-
NI. Ezen kiviil a **Sc izotop hosszabb felezési ideje,
alkalmassa teszi a radiofarmakont tévolabbi PET
centrumokba torténd szallitdsra ¢s felhaszndlésra. A
klinikumban jelenleg is hasznélt 'F-FMISO-hoz képest
sokkal hidrofilabb ez a molekula, igy az agyban nem
duasul, de gyorsabb elimindcioja miatt kontrasztosabb PET

képet eredményez.
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PC2AM-NI ligandum j6 Mn(II)-koté kelatornak
tekinthetd, mivel a mérések alapjan komplexképzddés pH
= 4 folott teljes. A komplex inert a savkatalizalt
disszociacioval szemben. A Mn(PC2AM-NI) mérsékelt
relaxivitdsa a fémionhoz koordinaloédé vizmolekula
hianyét jelzi, ezért MRI kontrasztanyagként nem, de PET
képalkotasban felhasznalhat6. Tovabba a Sc(PC2AM"BY)
(PC2A-Ph-NI modell vegyiilete) stabilitasa egy
nagysagrenddel marad csak el a Sc(PCTA) értékétdl,
ugyanakkor az inertsége lényegesen jobb, mely fontos
paraméter a  PET  képalkotdsban  alkalmazott
radiogyogyszerek esetében.

A PC2AM-NI ¢és a PC2A-Ph-NI ligandumokat
jeloltiik pozitron-sugarzod **Sc és *>Mn izotopokkal és az
igy nyert radiofarmakonokat in vivo PET képalkotassal,
valamint ex  vivo  disztribuciés  vizsgalatokkal
tanulméanyoztuk, melyek alapjan a *‘Sc és *Mn-jelzett
PC2A-Ph-NI ligandum alkalmas a tumor hipoxias
régioinak a kimutatésara.

Az altalunk eldallitott négy POP komplex
([2952%6Bi|BiPd12AsL, [205206Bi|BiPd12AsLN,
[205206Bj| BiPd12AsLc és [252%Bi|BiPdisPL) koziil a
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konjugalhaté azid-, illetve karboxilcsoportot tartalmazé
[2057206Bi{|BiPd12AsL.  és a  [*9529Bi]|BiPdi2AsLn
komplexeknek van biologiai jelentdsége. Ugyanis ezeket
a POP komplexeket biologiailag relevans molekuldkhoz
lehet kapcsolni, ami altal alkalmassa valhatnak célzott
radionuklid terapiara. A jelzések 10 perc alatt magas
hatasfokkal mentek végbe, ami igen elonyds a rovid
felezés idejli, alfa terapids bizmut-213 izotdp szamara.
Az altalunk eldallitott radiojelzett DOTA-IPB-
NAPamid komplexek egyértelmiien megnovekedett
keringési idOvel rendelkeztek. Ez a rovid felezési idejii
izotopokkal (°®Ga, 2!°Bi) jelzett komplexek esetében nem
volt elényds, mert bar ndvelte a melanoma tumorokban a
radiofarmakon felvételi értékeket okozott a vérbo
szervekben az albuminkotd egységgel nem rendelkezd
vegylilethez képest. A hosszu felezésti idejii lutécium-177
izotoppal jelzett komplexek preklinikai vizsgéalata soran
azonban azt tapasztaltuk, hogy az albuminkotd egységet
nem tartalmazé vegyiilet nem volt kimutathat6 a tumorban
24 orédval a radiofarmakon beadasa utdn, mig ebben az

id6épontban a ['"Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid
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molekulaval a tumor egyértelmiien detektalhato, tehat ez a
radiofarmakon még ekkor is képes kifejteni terapids
hatdsat. A kutatdsunk alapjan elmondhatod, hogy az
albuminkotd egység javitja a kis peptid alapu, ''Lu
izotoppal jelzett radiogyogyszerek tumorfelvételét és
retencidjat, de a klinikai felhasznéaldshoz 4-(p-j6d-fenil)-
butansav helyett egy gyengébb albuminkoté egység
hasznalata sziikséges a nem célzott szervek radiofarmakon

felvételének a csokkentéséhez.
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