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1. Bevezetés és célkitiizések:

Korunk modern orvostudomanya elképzelhetetlen radioaktiv
izotopokat alkalmaz6 diagnosztikai ¢és terdpias eljarasok nélkiil. A
Radiodiagnosztikai képalkoto eljarasok koziil a Pozitron Emisszios Tomografia
(PET) rendelkezik a legnagyobb érzékenységgel. A vizsgalat soran egy
pozitron sugarzo izotoppal (}*C, BN, 8F, #Sc, %4Cu, %Ga stb.) jelzet molekulat
juttatnak a szervezetbe. A pozitron, az emisszid utan egy elektronnal valod
»talalkozasat” kdvetden annihilalodik és két egymassal 180°-os szoget bezaro
gamma (E=511 keV) foton keletkezik, amelyeket a 180° elhelyezett detektorok
egyidejiileg érzékelnek. Szintén radiodiganosztika részét képezi Egy Foton
Emisszios Komputer Tomografia (SPECT), amelyben olyan izotopokat
alkalmaznak, amelyek 70 keV-nal nagyobb energiaji y-fotonokat emittalnak
(pl. Ga, ®MTc, tIn vagy *2*31). A diagnosztikai célti felhasznalasa mellett
szamos « és B~ emittald izotopot (pl. Y, Y7Lu, ¥9Th, 211At, 22%224Ra, 25Ac,
226122ITh)  javasolnak, illetve alkalmaznak radioterapids kezelésekben. A
bizmutnak két a-sugarzo izotopjat, a ?12Bi és a ?*Bi-izotopokat, Targetalt Alfa
Terapias (TAT) kezelésekben torténd felhasznalasra javasoltak. Napjainkban
egyre nagyobb érdeklédés dvezi 2¥21°Bi izotopok TAT kezelésekben torténd
alkalmazasat, mivel 2Pb/??Bi és ?Ac/?®Bi generatorokbol kénnyen
hozzaférhetéek. 2#2°Bi izotdpok in vivo alkalmazésa fiziologias koriilmények
kozott csak termodinamikailag stabil és kinetikailag inert komplexek
formajaban lehetséges. Ezeknek a feltételeknek az eddigi vizsgalatok alapjan a
makrociklusos DOTA, ¢és a nyiltlanci DTPA ligandumok és szdrmazékiaval

képzett Bi(Ill)-komplexek felelnek meg. Munkank a fent emlitett teriilethez



kapcsolodik, amellyel kapcsolatosan az alabbi altalanosan megfogalmazhato

célokat tOztuk ki:

e A[BiI(DOTA)]-ésa[Bi(DOTP)]>-komplexek egyensulyi, képzddés és
disszociacios kinetikai sajatossagainak felderitése.

e A |[Bi(DOTP)]>-komplex oldatfazisu szerkezetének tanulmanyozasa.

e A H.DOTA ligandum 22Bi(lll)-izotoppal valod jelzési folyamatanak
optimalizalasa.

e A [BI(AAZTA)], a [BI(AAZTA-C4-COO)]* és a [Bi(AAZTA-C4-
TATE)], mint a [Bi(DOTA)]- és [Bi(DOTP)]>-komplexek lehetséges
alternativai termodinamikai és kinetikai tulajdonsagainak feltarasa.

e A [BI(AAZTA)]-, a [Bi(AAZTA-C4-COO")]*-komplexek oldat és
szilard fazisu szerkezetének vizsgalata.

e A AAZTA-CA-TATE ligandum 2%52%Bj izotoppal vald jelzésének
optimalizalasa és a [*2%Bi][Bi(AAZTA-C4-TATE)] stabilitasanak
vizsgalata fiziologiashoz kozeli koriilmények mellett.

o A [X5205Bj][Bi(AAZTA-C4-TATE)] ex vivo biologiai eloszlasanak

vizsgalata allatmodellekben.
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1. abra: A tézisben szerepld ligandumok szerkezetei

2. Anyagok és médszerek:
A Bi(lll)-komplexek eléallitasahoz hasznalt ligandumok koziil HsDOTA,
HsDTPA és HsNTA ligandumok kereskedelmi forgalombol vasaroltuk (Sigma),
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mig a HsDOTP, a HIAAZTA, a HsAAZTA-C4, a HiAAZTA-C4-TATE ¢és a
HsHP-DO3A ligandumokat a Bracco Imaging Spa. Dbocsatotta
rendelkezésiinkre. A Bi(ClO4)s térzsoldatot Bi,Osz 6 M perklorsavban vald
oldasaval allitottuk eld. Az oldat koncentracigjat komplexometridsan
hataroztuk meg NaH,EDTA segitségével xilenolnarancs indikator jelenlétében
(pH=1). A Bi(ClO4)3 torzsoldat H* koncentracidjat pH-potenciometridsan
hataroztuk meg kétszeres NaH.EDTA felesleg jelenlétében. A Bi(Ill)-
komplexeket ekvimolaris mennyiségii Bi(ClO4);s és ligandum oldatok
keverésével allitottuk eld, amelyet kovetéen az oldatok pH-jat tomény NaOH-
dal 5-7 kozotti értékre allitottuk.

potenciometrias médszerrel hataroztuk meg. A titralasok soran Metrohm 888
Titrando automata titratort és Metrohm-6.0234.110 kombinalt tivegelektrodot
hasznaltunk. A titrAlasokat 6 cm® oldattérfogatban, allandd kevertetés és
termosztalas (25,0 + 0,1°C), valamint 0,15 M NaClO4ionerdsség mellett 0,2 M
NaOH oldattal végeztiik, melynek koncentraciojat ismert mennyiségii 0,0500
M KH-ftalat oldat titralasaval hataroztuk meg. A karbonatosodas elkeriilése
érdekében titralasok alatt No-gazt buborékoltattunk at a rendszeren. A pH-mér6
kétpontos kalibracidjara 0,0500 M KH-ftalat puffer (pH = 4,005), valamint
0,0100 M borax puffer Np-atmoszféra alatt tarolt (pH = 9,180) oldatat
munkatarsai altal kidolgozott modszerrel allapitottuk meg. A stabilitasi és a
protonalddasi allandokat a titralasok Vie-pH adatparjaibol a PSEQUAD

program segitségével szamitottuk.



Az UV-lathato spektrofotometrias vizsgalatokat PerkinElmer
Lambda 365 UV-Vis spektrofotométerrel végeztiik, 1.0 cm-es kiivettaban, 0 és
25°C-on, 240-310 nm tartomanyban.

A Kkapillaris zéna elektroforézis (CZE) vizsgalatokhoz Hewlett-
Packard HP®° késziiléket hasznaltunk. Az elvélasztasok soran 64 cm x 50 pm
(2) bare fused-silica 56 cm kapillarist (Agilent) alkalmaztunk. A kapillaris elsé
hasznalatakor 1 M NaOH (15 perc), 0,1 M NaOH (30 perc) €s puffer (30 perc)
oldatokkal mostuk. A vizsgalatok sordn a mintaoldatokat a kapillaris an6dos
végén hidrodinamikusan injektaltuk (50 mbar, 6 s). A CZE vizsgalatokat 150
mM dinatrium-hidrogén-foszfat puffer (pH=7,4) és 20 kV-os fesziiltség
alkalmazasaval végeztiik 10°C-on. Az elvalasztds utdn a kapillarist 0,1 M
NaOH (3 perc) és puffert (3 perc) oldatokkal mostuk az Gsszes lehetséges
adszorbealt anyag kapillarisbol torténé eltavolitasa érdekében. Minden
mérésnél 5 mM DMSO-t alkalmaztunk belsé standardként az elvalasztott
komponensek migracids idejének korrigalasara. A detektalast DAD modszerrel
végeztiik 200 nm-en. Az elektroferogramokat a ChemStation B.04.02 (Agilent)
szamitdgépes programmal rogzitettiik és dolgoztuk fel.

Az AAZTA-C4-TATE és DOTA-TATE ligandumok 205206Bij(111)-
izotoppal val6 jelzésének hatasfokat és annak pH, hémérséklet és ligandum
koncentracid fiiggését radio vékonyréteg kromatografiaval vizsgaltuk. A
[2%5205Bi(AAZTA-C4-TATE)] stabilitisit PBS pufferben, 0,01 M DTPA
oldatban szobahdémérsékleten és huméan plazmaban 37°C-on Dr. Vagner
Adrienn és Dr. Nagy Gabor a Scanomed Kft. ill. Dr. Szikra Dezs6 a Debreceni
Egyetem, Nuklearis Medicina Nem Onalld Tanszékének kutatéi vizsgaltak

egylittmiikodés keretében.



A [2®2%Bi(AAZTA-C4-TATE)] és [*®2%Bi(DOTA-TATE)]
szomatosztatin receptor specificitasat AR42J) sejten vizsgaltak in vitro
kisérletekben. A [*®*Bi(AAZTA-C4-TATE)] neuroendokrin daganatok TAT
kezelésében vald hatékonysagat AR42J daganatot hordozd egerek (n=9)
esetében 15, 60 és 90 perc elteltével kapott relativ halmozott dozis (%ID/g) ex
Vivo meghatarozasaval vizsgaltak. A disszociélt 2%5?%Bi-izotop akkumulaciéjat
szabad 2%52%Bj kontrol egér modellekbe (n=3) torténd injektalasat kdvetden ex
vivo biologiai eloszlasi vizsgalatokkal hataroztak meg. A radioaktivitast
kalibralt gammaszamlaloval (Perkin-Elmer Packard Cobra, Waltham, MA,
USA) mérték. Az in vitro és ex vivo vizsgalatokat Debreceni Egyetem,

Nuklearis Medicina Nem Onallé Tanszékén Dr. Trencsényi Gyorgy végezte.

Az H-BC-, és 3P-NMR vizsgalatokat Bruker Avance Il (9.4 T)
spektrométerrel végeztiik, mely 5 mm-es BB inverz z gradiens fejjel és Bruker
hiité egységgel (BCU) volt felszerelve. A spektrumokat a Bruker Topspin®

szoftvercsomag segitségével értékeltiik ki.

A [Bi(HAAZTA)(H:0)]-3H:0 és ([Bi(HAAZTA)])-komplexek egykristaly
rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalatait a trieszti Elettra Synchrotron

kutatoparkban Dr. Nicola Dimitri végezte.



3. Uj tudomanyos eredmények

Meghataroztuk a [Bi(DOTA)]" (log Keir = 30.86(7)) valamint a
[Bi(DOTP)]* (log KgiL = 38.67(2)) stabilitasi allandéjat NTA ligandumot
alkalmazva kompeticiéos partnerként. A [Bi(DOTP)]*-komplex stabilitasi
allandoja 8 nagysagrenddel nagyobb, mint a [Bi(DOTA)] komplexszé, ami a
DOTP ligandum lényegesen nagyobb bazicitasaval értelmezhetd. A DOTA és
DOTP ligandumok haromértékii fémionokkal (pl: In(lll), Fe(lll)) alkotott
komplexeinek stabilitasat dsszehasonlitva a [Bi(DOTP)]*>- és [Bi(DOTA)]-
komplexekével megallapithatd, hogy a Bi(lll)-komplexek stabilitasa
lényegesen nagyobb, amely a ,,soft” Bi(Ill)-ion és a gyiiri N-atomjai kdzott

fellépd erdsebb kolcsonhatassal értelmezhetd.

3.2 Tanulményoztuk a [Bi(DOTA)]- és [Bi(DOTP)]*-komplexek képzddési
sebességét citrat, mint a Bi(Ill)-ion hidrolizisét gatlo segédligandum jelen és
tavollétében. A [Bi(DOTP)]* képzddése gyors folyamat, ami konvencionalis
spektrofotometriaval csak Kis hémérsékleten (0 °C kornyékén) kovethetd a
pH=3 - 6 tartomanyban. A [Bi(DOTP)]> képz6dési sebessége tobb
nagysagrenddel nagyobb, mint azt a [Bi(DOTA)] esetében tapasztaltuk azonos
koriilmények kozott. A [Bi(DOTA)] és [Bi(DOTP)]* esetében egy kétszeresen
protonalt koztitermék képzodik *[Bi(H.L)], melyben a Bi(lll)-ion a
koordinacios iiregen kiviil az oldallancokhoz koordinalodik, mig a makrociklus
két szemkozti gylrli N-atomja protonalva van. A [Bi(DOTP)]*>-komplex
lényegesen nagyobb képzOdési sebessége *[Bi(H.DOTP)]* koztitermékek
nagyobb stabilitasaval értelmezhetd (logKainHzoota)= 11.6(3), l0gKsitzoote) =
21.8(1)). Citration jelenlétében a [Bi(DOTP)]> képzddési sebessége csokken a

crer



komplexek képzddésével értelmezhetd, amelyek csokkentik a kinetikailag aktiv
*[Bi(H2L)] részecske koncentraciojat. A [Bi(DOTA)] képzodését a citration
jelenléte kozel tizszeresére gyorsitotta, ami a *[Bi(H.DOTA)(Cit)]*

koztitermék képzddésével és citrat katalitikus szerepével értelmezhetd.

vizsgalatai alapjan megallapitottuk, hogy mindkét Bi(Ill)-komplex rendkiviil
inert mind savas, mind lugos kozegben. A Bi(DOTA)]- és a [Bi(DOTP)]*-

------

hetek elteltével sem sikeriilt kKimutatni.

3.4. Prof. Johanes Notni-val (Miincheni Miiszaki Egyetem) egyiittmiikédve
elvégeztiik a H4DOTA ligandum 223Bi(I11)-izotoppal valo jelzését citrat, acetat
¢s MES puffer jelenlétében. MES puffer jelenlétében a citration
koncentraciéjanak novekedése 0.1-10 pM tartomanyban pH = 5,0 100 uM
DOTA koncentracié6 mellet a jelzési hatasfok 3-4%-os javulasat

eredményezte.

3.5 Vailtoztatott hémérsékleti 1D és 2D multinuklearis NMR
spektroszképias mérések alapjan a [Bi(DOTP)]>-komplex torzult
négyzetes antiprizmas szerkezettel jellemezheté oldatfazisban. A
[Bi(DOTP)]>-komplex makrociklusos gyiirli inverziojat AH*= 64 + 1 kJ-mol™
, AS*= -14+ 2 J-mol'K™ és AG*298=68 kJ-mol™ aktivalasi paraméterek
jellemzik, amelyek Iényegesen nagyobbak, mint a [Bi(DOTA)]-komplex
esetében, a Bi(lll)-ion és a gyiliri nitrogénatomok Kkozotti erdsebb

kolcsonhatas eredményeként.



3.6 Meghataroztuk a [Bi(AAZTA)]-, a [Bi(AAZTA-C4-COO)]*-,
valamint a [Bi(AAZTA-C4-TATE)]-komplexek stabilitasi és latszolagos
stabilitasi allandéit kompeticios modszerrel NTA ligandum segitségével.
(logKsiaazTay- = 26.45(6); logKsiaazTa-ca-coo - = 28.75(8); 109 KsiaazTay-
cond —

cond = 23.5; logKpipaazTa-ca-cooe- " = 25.6; logKsiaazra-ca-TATE)-

24.3(2), pH=7,4, 25°C, 0,15 M NaClO.,).

3.7 A [BI(AAZTA)]-, a [Bi(AAZTA-C4-COO)]*-, a [Bi(AAZTA-C4-
TATE)]-, valamint a [Bi(DTPA)]*-komplexek ligandumcsere reakcidi a

-, a [Bi(AAZTA-C4-COO)]*-, a [Bi(AAZTA-C4-TATE)]- és a

------

50,4; 43,4 és 12,6 napnak adédtak (pH=9,0, 25°C, 0,15 M NaClO,).

3.8 A [Bi(AAZTA)]- és a [Bi(AAZTA-C4-CO0)]*-komplexek H- és °C-
NMR spektruméaban egy-egy jelcsoport taldlhatd, amelyek intenzitasa,
félértékszélessége és multiplicitdsa valtozatlan 273 — 333 K homérséklet
tartomanyban. Mindkét Bi(III)-komplex Cs szimmetriaval jellemezhet6
oldatfazisban. A [Bi(AAZTA)]" esetében az exociklusos metiléncsoport
protonjainak a 'H-NMR jele szingulet, mig a [Bi(AAZTA-C4-COO)]*
esetében AB dublet, ami a [Bi(AAZTA-C4-COO")]* merevebb szerkezetére

utal.

3.9 A [BI(HAAZTA)(H20)]-3H20 és a {[C(NH2)3][Bi(AAZTA)]}-3.5H.0
egykristalyok rontgendiffrakcids szerkezetvizsgalata alapjan a Bi(IIT)-ion
koordinaciés kornyezete torzult dodekaéderes szerkezettel jellemezhetd,

amelyben az axialis poziciot egy vizmolekula (|[Bi(HAAZTA)]) vagy egy



szomszédos Bi(III)-komplex hidhelyzetii karboxilat O donoratomja
([BI(AAZTA)]) foglalja el.

3.10 A Scanomed kft és a Debreceni Egyetem, Nuklearis Medicina tanszékének
munkatarsaival egyiittmiikodve sikeresen jeleztiik az AAZTA-C4-TATE ¢és a
DOTA-TATE ligandumokat 2%%2%Bi izotoppal. Az AAZTA-C4-TATE
optimalis jelzési koriilménye (RCY>95%): pH=3, 25°C és 95°C, 1 pM
ligandum koncentracio és 5 perces reakcio id6. Ezzel szemben a DOTA-
TATE esetében hasonl6 jelzési hatiasfok pH=6, 95°C, 30 pM ligandum
koncentracio és 15 perces reakcioidé alkalmazasaval sikeriilt elérni. Ennek
megfelelden enyhe koriilmények mellett az AAZTA-C4-TATE Iényegesen jobb
hatasfokkal jelezhets 2%52%Bij-izotoppal, mint a DOTA-TATE. A

szobahdmérsékleten, 0,01M DTPA oldataban, valamint 37°C-on human

szérumban 21 Ora elteltével sem tudtuk kimutatni.

3.11 A Scanomed Kft és a Debreceni Egyetem, Nuklearis Medicina Nem
Onalld Tanszékének munkatarsaival egyiittmiikddve tanulmanyoztuk a
[295/206Bi][Bi(AAZTACA-TATE)] in vitro és ex vivo sajatossagait AR42]
sejteken, egészséges és AR42J daganatot hordozoé allatmodellekben. Az AR42]
daganatot hordozo egerek esetében a [*52Bi][Bi(AAZTA-C4-TATE)]
relativ tumorfelvétele kozel masfélszerese a [*“Bi][Bi(DOTA-TATE)]
komplex esetében tapasztalt akkumulaciénak, ami a [2%2%Bi][Bi(AAZTA-
C4-TATE)] nagyobb szomatosztatin receptor affinitasara utal. A vesében
és a vérben mért Ilényegesen Kkisebb %ID/g értékek alapjan
[2%52%%Bi][Bi(AAZTA-C4-TATE)] szamottevéen gyorsabban iiriil ki, mint
a [23Bi][Bi(DOTA-TATE)]. A [23Bi][Bi(AAZTA-C4-TATE)]" nagyobb

szomatosztatin receptor affinitasa alapjin lényegesen nagyobb tumordozis
10



feltételezheté, mint a [*°Bi][Bi(DOTA-TATE)] esetében. Az in vitro és ex
vivo vizsgalatok alapjan a [*“*Bi][Bi(AAZTA-C4-TATE)] lényegesen
nagyobb hatékonysaggal alkalmazhaté neuroendokrin tumorok célzott
alfa terapias kezelésében, mint a [*°Bi][Bi(DOTA-TATE)]".

11



4. Az eredmények hasznositasanak lehetéségei:

PhD értekezésben bemutatott eredményeink a Bi(lll)-ion nyiltlanc,
szemi-makrociklsus és makrociklusos aminopolikarboxilat komplexeinek az
egyensulyi, kinetikai és szerkezeti sajatsagai vizsgalataival kapcsolatosak, igy
foként alapkutatas jellegliek. Vizsgalataink soran azt igyeksziink megallapitani,
hogy a ligandumok donoratomjaink és szerkezetének valtoztatasai hogyan
befolyasoljak a Bi(lll)-komplexek tulajdonsagait, vagyis hogyan lehet
stabilisabb, inertebb és gyorsan képz6dé 222BBi(I11)-komplexeket eldallitani.
Az igy kapott eredmények alapjan kiilfoldi partnereinkkel ujabb szerkezetek
tervezésén jelenleg is dolgozunk, figyelembe véve a szabadalmaztathatosagot,
¢s az esetleges TAT alkalmazas lehetGségét is.

Az AAZTA ligandum és szarmazékai alkalmazasara a nuklearis
medicinaban nyilik lehetéség, mivel az ilyen tipust ligandumok a Bi®*-ion
mellett a Ga*, Sc® és Cu®* ionoknak is jo komplexképzdi. Az AAZTA
biologiailag aktiv fehérjékhez tortént kapcsolasaval nyert ligandum %8Ga3* és
43¢ izotopokkal jelzett komplexeinek preklinikai vizsgalatai a Scanomed -
Bracco Imaging S.p.a. kozotti kutatasi szerzodés keretében folyamatban
vannak. Ezzel parhuzamosan a Debreceni Egyetem, Nukelaris Medicina
Tansz€ék - Bracco Imaging S.p.a. egyiittmiikodésén keresztiil olyan AAZTA-
biokonjugatumok el8allitasan dolgozunk, amelyek ®Ga(lll)-, *“Sc(Ill)- és
21212138 (111)-komplexei alkalmasak lesznek 21%21*Bi alapti TAT kezelésekre és

annak hatékonysaganak vizsgalatara (teragnosztika).
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