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Az értekezésben eléfordulo roviditések magyarazata

AAS Atomabszorpcids Spektrométer

AAZTA 6-amino-6-metilperhidro-1,4-diazepin-tertaacetat
AmAc Ammonium-acetat

CT Komputertomografia

DGA N,N,N',N'-tetra-n-oktildiglikolamid

DOTA 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraacetat
EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav

[*®F]FDG 2-[*8F]fluoro-2-dezoxi-D-gliikéz

GMP Helyes Gyogyszergyartasi Gyakorlat

HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav
HPLC Nagyhatékonysagt folyadékkromatografia
ICP-MS Induktiv csatolasu plazma tomegspektrometria
ICP-OES Induktiv csatolasu plazma optikai emisszios spektrometria
LOQ Meghatarozasi hatar

MES 2-(N-morfolino)-etanszulfonsav

MOPS 3-(N-morfolino)-propanszulfonsav

MRI Mageses Rezonancias Képalkotas

NaAc Nétrium-acetat

NOTA 1,4,7-triazaciklononan-1,4,7-triacetat

PAR 4-(2-piridilazo)-rezorcin

PDA Fotodioda soros detektor

PDCA Piridin-2,6-dikarbonsav

PET Pozitronemissziés Tomografia

PEEK Poli(éter-éter-keton)

PIPES Piperazin-N,N'-bisz(2-etanszulfonsav)

RA Radioaktivitas detector

SPECT Egyfoton-emisszios komputertomografia
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XO
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1. Bevezetés

A pozitronemisszids tomografia (PET) egy funkcionélis non-invaziv
orvosdiagnosztikai eljaras, melynek segitségével meghatarozhato a
szervezetbe juttatott radioaktiv pozitronbomlo izotdpok bomlésdnak pontos
helye. Magyarorszagon el6szor 1994-ben Debrecenben helyeztek tizembe PET
kamerat humandiagnosztikai felhasznalasra®, majd 2009-t61 CT-vel kombinalt
vizsgalatokra is lehetdség nyilt.

A PET alkalmazasa soran képet alkothatunk a pozitron-annihilacios
események segitségével, vagyis egy pozitron és egy elektron kdlcsonhatasabol
szarmazé 511 keV energiaji gamma-fotonokkal.? Az ¢él6 szervezetben
talalhato elemek pozitront emittald izotopjai, mint a 150, BN és 1C rovid
felezési idovel rendelkeznek (2,04; 9,97 és 20,36 perc), ami csak gyors,
helyben torténd felhasznalast tesz lehetdvé. Jelzett anyagok eldallitasa soran
kis molekuldknél leggyakrabban a hidroxil-csoporthoz hasonlo polaritasu *8F
izotop kovalens kotéssel torténé bevitelét alkalmazzak, ami ciklotronnal nagy
hozamban el6allithato és hosszabb felezési ideje révén (109,7 perc)
tobblépcsés radiofarmakon szintézisekben is alkalmazhato. A legszélesebb
korben  hasznalt radiofarmakon a  2-[*®F]fluoro-2-dezoxi-D-gliikkoz
([*’F]FDG)?, ami az egyes szovetek cukorfelvételének intenzitasat teszi
értekelhetévé, viszont nem minden esetben teszi lehetdvé egyértelmii
diagnozis felallitasat. Peptidek, fehérjék és antitestek esetén a fémizotdopokkal
valé jelzés gyakran elénydsebbnek bizonyul.* A radiofémek legnagyobb
elonyei a hosszabb felezési id0, illetve a vizes kdzegben, szobahémérsékleten
is végrehajthato radiojelzés. A jelzett anyag in vivo viselkedését nagyban
befolyéasoljak a fémizotop megkotésére hasznalt kelator- és az esetlegesen a
kelator és a biomolekula 6sszekapcsolasara alkalmazott linker tulajdonsagai.

A molekula polaritasaval befolyasolhatd példaul a szervezetbdl valo kiiiriilés
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utja és sebessége. A megfeleléen megvalasztott kelator-fémion paros
biztosithatja a jelzési folyamat gyors lejatszodasat és a hossza ideji in vivo
stabilitast.

A radiofémionok koziil kedvezd tulajdonsagaival kiemelkedik a
ciklotronnal is eldallithatd  [*Sc]Sc®  (t12=3,97 6ra)®, [*®Ga]Ga**
(t12=67,71 perc)® és [>2Mn]Mn?* (t12=5,59 nap).” Felhasznaldsukat nehezitik
az eldallitas soran mellékreakciokban keletkez6 radionuklidok, illetve a kiilso
forrasbol szarmazd szennyezé fémionok. Inaktiv szennyezé ionok
szarmazhatnak a felhasznalt alapanyagokbol, illetve a targetanyag
elokészitési- és feldolgozasi 1épései soran juthatnak a fémizotdpot tartalmazéd
oldatba. Hasonl6 koordinacidos tulajdonsagaik révén csokkentik a jelzési
reakcio hatasfokat, valamint a kiilonboz6 felezési idejli izotopok megnehezitik
a késobbi képalkotas szamszerUsitett kiértékelését. Az alkalmazott reagensek
az atmenetifém ionok nagy részével azonnal vizoldhatdo komplexeket
képeznek, intenziv szinvaltozas kiséretében.

A radiofémekkel végzett jelzések kovetésére altaldban olyan
folyadékkromatografias modszereket alkalmaznak, melyek a kelatorral
konjugalt biomolekula retenciojat hasznaljak ki a szabad fémionoktol vald
elvalasztasra. Azonban a tobbnyire forditott fazisu oszlopokat alkalmazo
modszerek nem megfeleléek a szabad kelatorok jelzésének kovetésére, vagyis
fémionok ¢és fémkomplexek elvéalasztasara, mivel a legtobb kelator és a
képz6do komplexek polarosak, igy nincs visszatartasuk az apolaros kolonnan.
A modszerfejlesztéshez kevert modu  kromatografias — allofazisokat
hasznaltunk, amelyek egynél tobb kolcsonhatas alkalmazasat teszik lehetévé a
minta komponensek elvalasztasara. Az apolaros lancok mellett kation- és/vagy
anioncser¢ld csoportokat is tartalmaznak, igy egy eluci6 soran tdbbféle

kromatografids elvalasztdsi mod is hasznalhat6. Kivaldo olyan vegyiiletek



Botarné Forgacs Viktoria egyetemi doktori (Ph.D) értekezése

elvalasztasaban, amelyek visszatartasa csekély forditott fazison, kiilondsen a

polaris és toltott molekuldk esetében.



Pozitronbomlé  fémizotopokkal  torténd  jelzések  reakciokoriilményeinek
optimalizalasa és folyadékkromatografias kovetése

2. Célkituzeés

Jelen értekezés egyik célkitlizéseként a radioaktiv- és a nem radioaktiv
fémszennyezok kvalitativ- €s kvantitativ meghatarozasara szolgalé modszerek
kidolgozasat valasztottuk. A radioaktiv nuklidokat gamma-spektroszkopidval
detektaltuk, mig az inaktiv fémionokat 4-(2-piridilazo)-rezorcin (PAR) és
xilenolnarancs (XO) szarmazékképzé agensekkel hatdroztuk meg
folyadékkromatografias €s kolorimetrias modszerek kidolgozasaval.

Dolgozatom masik célja olyan 0 folyadékkromatografids modszerek
kifejlesztése volt, melyek lehetdvé teszik szabad- és biomolekuldhoz konjugalt
kelatorok pozitronbomld fémizotopokkal torténd jelzésének kovetését. A
modszerek kidolgozasa sordn az egyik cél a szabad fémizotdp retencidjanak
elérése volt reverzibilis megkotddés mellett, valamint az aktiv komplex

eluciodja.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. PET képalkotas és az alkalmazott izotopok

A nuklearis medicina az orvostudomany, azon beliil az orvosi képalkotés
olyan szakteriilete, amely radioaktiv izotopokat (radionuklidokat) hasznalva a
radioaktiv bomlasi folyamatra tdmaszkodik a betegségek diagnosztizalasa és
kezelése soran. A vizsgalat soran a paciensnek altalaban intravénasan adnak
be egy radioaktiv vegyiiletet, az ugynevezett radiofarmakont®® A
nyomjelzéként szolgald radioizotopot tartalmazdé molekula a vizsgalando
szovet irdnti affinitdsa alapjan a szervezet megfelel6 pontjan halmozodik. Ezt
a folyamatot kihasznalva jelenleg a nukledris medicina lehetdvé teszi az
emberi test legtobb szervének vagy szovetének diagnosztikai vizsgalatat. A
kiilonféle betegségek diagnosztizalasara tobbféle orvosi képalkotod technikat
alkalmaznak, mint példaul a computer tomografiat (CT), a magneses
rezonancia képalkotast (MRI), az egyfoton emisszidos szamitdgépes
tomografiat (SPECT) és a pozitronemisszids tomografidt (PET). Ezek a
technikdk kiegészitik egymast. A CT ¢és az MRI képek morfologiai
informaciokat tartalmaznak, mig a SPECT ¢és a PET képeken a jelzett anyag
SPECT ¢és a PET térbeli felbontasa nagyobb, mint egy milliméter. Ez Kisebb,
mint a lumineszcens vagy fluoreszcens eljarasoké, azonban nagyobb, mint az
MRI késziilékeknek, amelyek a mikrométeres tartomanyban vannak.

A legkorszeriibb funkcionalis képalkotasi eljards a pozitronemisszids

tomografiall1?

, mely egy non-invaziv in vivo képalkoto technika. Lehetové
teszi példaul a véraramlas, az anyagcsere és a neurotranszmitterek fiziologiai
funkcidinak monitorozasat, mivel a betegség kialakulasa el6szor a szervek
vagy szOvetek funkcionalitidsaban okoz elvaltozast, az anatomiai eltérések

jellemzden csak ezt kovetden figyelhetdek meg. Az anatémiai lokalizacio
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pontossaganak novelése érdekében a PET képalkotast leggyakrabban CT
késziilékkel kombinalva alkalmazzak.

Az alkalmazott molekuldk B*-bomld, vagyis y-sugarzo radionuklidot
tartalmaznak, melyeknél az emittdlt pozitron és a szdvetek
vegyértékelektronjanak annihilacios kolcsonhatasabol szarmazd egymastol
180°-0s szogben kibocsatott 511 keV energiaji  gamma-foton parokat
detektalva valosul meg a haromdimenzids képalkotds. Az igy nyert millidnyi
koincidenciat matematikai rekonstrukciés technikdk alkalmazasaval
tomografids képekké alakitjdk. A PET korlatait foként a felhasznalt
radionuklidok élettartama (felezési ideje), illetve jellemzden a radiofarmakon
eldallitasi koltségei jelentik. Tobbnyire ugyanazon a napon torténik az izotdp
elballitasa, a radiogyogyszer szintézise, a farmakon injektalasa a paciensbe és
a PET felvételek készitése. A radioizotopok révid felezési ideje azonban eldny
is, hiszen, a radionuklid gyorsan lebomlik, igy alacsonyabb sugardézist okoz.
Egyes radiofarmakonok esetében a radioaktiv izotop vektorként is miikddik,
példaul a B natrium-jodid forméjaban a pajzsmirigyek szcintigrafidjahoz,
mig a %MTc natrium-pertechnetitként a pajzsmirigy és a nyalmirigyek
szcintigrafidjdhoz alkalmazhat6.”**® Azonban a radiotrészerek tobbségénél a
radioizotop egy adott szervhez vagy biologiai funkcidhoz affinitassal
rendelkezé molekulahoz van kapcsolva. Elsdsorban az alkalmazott targetald
molekula hatarozza meg a radiofarmakon biologiai viselkedését. Ezt bizonyos
mértékben modosithatja a hozza kapcsolt kelator, és az ebbdl kialakuld
fémkomplex. A radiofémionokkal t6rtén6 jelzés soran kialakitott komplexszel
szemben a legfontosabb elvaras a megfeleld in vivo stabilitas. A radioizotop
bomlasi sebessége ¢és a targetdldo molekularész altal meghatarozott
felhasznalasi idén belul ellen kell allnia a hidrolizisnek, a redoxi-,
transzkelacios- és transzmetallacios atalakulasoknak, vagyis

termodinamikailag nagy stabilitassal és kinetikailag nagy inertséggel kell
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rendelkeznie. Egy radiofarmakon farmakokinetikaja tobb paramétertdl fiigg,
melyek az oldhatosag, toltés, lipofilitas, molekulatomeg és Osszetétel. A
radionuklid fizikai tulajdonsagaitol fiiggéen pedig a specifikus radiofarmakon
diagnosztikara vagy terapiara is alkalmazhat6.'® A PET egyik elénye a tobbi
diagnosztikai technikahoz képest, hogy a radioaktiv izotopok, a veliik
rendelkezésre és mindegyik mds-mas biologiai funkcid vizsgalatat teszi
lehetévé. Nyomjelzoként elérhetdek tobbek kozott a szerves vegyiiletek épitd

elemei, nevezetesen a szén, a nitrogén és az oxigén (1. tablazat).

1. tablazat: A leggyakoribb PET radionuklidok fizikai tulajdonsagai, a veliik jelolt

radiotrészerek és alkalmazasi teriiletiik.®***"*?
Felezési .
Izotop  idé I(Elgén\% rala?gga):’arl:l(gl?obnbok Vizsgalati indikacio
(perc)

[LCIMET (L-([“C]-metil)- agytumorok kiterjedésének és

uc 20.36 970 metionin) kigjulasanak vizsgalata
[1!C]KOL ((N-[**C]-metil)-kolin) prosztatarak vizsgélata

BN 9,97 1190 [**N]NHs ([**N]-amménia) szivizom perfuzid

50 2,04 1720 H.0O[*®0] ([*°0]-viz) szivizom oxigénfelvétel

Na[*®F]F (natrium-[*®F]-fluorid)  csontszcintigraia, csontéttétek
[**F]FDG (2-[*®F]-fluoro-2-dezoxi- sokféle tumor/attét leképezése,

D-gliik6z) staddiumok meghatarozasa
[**F]FET (O-(2-['¢F]-fluoretil)-L- e
tirozin) agytumorok leképezése
1BF]F-DOPA (6-[*8F]-fluoro-3,4- neuroendokrin tumorok
18 [ ,
F 1097 635 Ginidroxi-fenilalanin) leképezése,

['|F]FLT (3-dezoxi-3-[**F]-
fluorotimidin)

[*®F]F-MISO ([*®F]-mizonidazol) hipoxias teriiletek

[**F]FAZA ([*®F]-fluorazomicin- feltérkepezése terdpia
L tervezéséhez
arabinozid)

agytumorok leképezése

fgy elvileg beépithetdek a szervezetben mindeniitt jelenlévé
vegyliletekbe, példaul gliikkozba vagy vizbe anélkiil, hogy megvaltoztatnak

kémiai tulajdonsagaikat vagy anyagcseréjiiket. A °0 és 13N radiojelzésben
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valo felhasznalhatosdga nagyon korlatozott tal rovid élettartamuk miatt,
szemben a 11C és a 18F izotopokkal, amelyek hosszabb felezési idejiik révén a
PET képalkotas legszélesebb korben hasznalt elemei.t’?

Felhasznalasi ideje révén koziiliik is a leggyakrabban hasznalt izotop a
1BE amely [*®F]FDG formajaban keriil huméandiagnosztikai alkalmazasra. A
rakos szovetek felgyorsult anyageseréjiik miatt tobb gliikozt hasznalnak fel,
mint az egészséges szovetek, ez a fokozott glikoz felvétel pedig FDG-vel
kovethetd és leképezhetd. Az automatizalt szintézispanelen a radiojelzés sordn
a molekula 2-es helyzetben 1év6 hidroxilcsoportja '8F izotopra cserélédik le. A
kovalens kotés kialakitasahoz azonban elengedhetetlen a vizmentes kozeg
biztositasa, ami a gyartasi folyamatot viszonylag komplikaltta teszi. Ennek a
radionuklidnak a nagy elénye a 109,7 perces felezési id6, ami lehetévé teszi az
eldallitas helyétdl, jellemzden kozton torténd szallitasat mas varosokban vagy
orszagokban 1év korhazakba is.

A pozitron boml6 izotdpok eldallitasa elsdsorban ciklotron segitségével
torténik, 4ltaldban p,n reakcidban. A radionuklidok eldallitasanak
kozelmultbeli fejlodésével jelenleg a kutatasok kozéppontjaban a hosszabb
felezési idejli izotopok felhasznalasanak feltarasa all. Amig a 'C izotoppal
jelzett vegyiileteknél a molekula teljesen azonos, a ®F radionukliddal
jelzetteknél pedig nagyrészt hasonld szerkezetli vegyiiletekrdl beszélhetiink,
addig a radiofémek komplexalasa egy ismert molekuldba csak a megfeleld
donoratomokat tartalmazo kelator alkalmazasaval lehetséges, melynek a
molekulahoz kapcsolasa jelentdsen megvaltoztatja annak szerkezetét. A
tervezett fémkomplexnek olyan fiziko-kémiai ¢és farmakokinetikai
tulajdonsagokkal kell rendelkeznie, amely képessé¢ teszi a megfeleld
biokémiai- és fiziologiai folyamatokban vald részvételre. Az olyan
radioizotopok, mint a cirkonium (892r), ittrium (8%Y), gallium (%3Ga),

szkandium (*Sc) és réz (3*Cu) megfelel6 jeldltek a hasonld alkalmazasokhoz
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(2. tablazat). A fémizotopok elballitaisdhoz sziikséges berendezések
ugyanakkor nem allnak rendelkezésre minden ciklotronnal, ezért a radiofémek
elterjedését nagyban segitette az izotdpgeneratorok elérhetdvé valasa. A
fémizotoppal jelzett diagnosztikumok egyre nagyobb aranyu hasznalata
viszont el6térbe hozza a koltséghatékonyabb €s magasabb hozam ciklotronos
eloallitast.

2. tablazat: PET-kompatibilis radiofémek fizikai tulajdonsagai, el6allitasi
lehet8ségeik és ismertebb kelatoraik.2%-24

| zotép Felezési  Epmax. Eldallitas Legismertebb
id6  (keV)  Ciklotron  Generitor farmakonjai*

4“5c  3976ra 1474 “Ca(p,n)™Sc  “Ti/**Sc DOTA-(ciklo-RGD).,

%Ga 67,71 perc 1899 %Zn(p,n)®Ga %8Ge/®Ga DOTA-peptidek

Mn 559nap 576 52Cr(p,n)*?Mn - DOTA-peptidek
64Nl 64
“Cu 12,76ra 653 Ggr']((g’g)p)ggu - TETA, DOTA, ATSM

8y 14,74 6ra 1248 ®Sr(p,n)®Y 8Zr/%°Y  DOTA-peptidek
87Zr 327nap 902 &Y(p,n)*zr - DFO-antitestek

*TOC/TATE: oktreotid-szarmazék peptid; TETA: 1,4,8,11-tetraaza-ciklotetradekan-1,4,8,11-
tetraecetsav; ATSM:  diacetil-2,3-bisz-(N-metil-3-tioszemikarbazon); BPAMD: 4-
[bisz(foszfono-metil)-karbomoil]-metil-1,4,7,10-tetraaza-ciklododekan-1,7,10-triecetsav;
DFO: deszferrioxamin-B, azaz N’-{5-[acetil-(hidroxil)-amino]-pentil}-N-[5-({4-[(5-amino-
pentil)-(hidroxil)-amino]-4-oxobutanoil}-amino)-pentil]-N-hidroxil-szukcinimid

A 2. tablazatban szerepld ligandumok radiofémkomplexeit mar
sikeresen hasznaltak tobbek kozott angiogenezis, hipoxia, attétképzddés és
szomatosztatinreceptort hordozo tumorok leképezésére. Jelentdségiik az FDG-
vel nem vizsgalhaté tumorok kimutatasa és a Célzott izotopterapia kovetése.
Az izotopgeneratorok lehetdvé teszik a nukledris medicinai alkalmazés
szamara a radiofémek szélesebb korben torténd felhasznalasat. A legtobb

helyen a ®8Ge/®8Ga érhetd el. A ®BGa izotoppal végzett PET-képalkotasnak
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jelent6s hatranya a meglehetdsen rovid fizikai felezési id6. Ez amellett, hogy
korlatozza az egyszerre eldallitott radiogydgyszer felhasznalési idejét, kizarja
a lassabb biologiai folyamatok (pl. nagy molekuldk) kovetésére vald
felhasznalasat. Emiatt hosszabb fizikai felezési idejti radionuklidokat biztositd
generatorokat is Kifejlesztettek mint példaul a "2As (t12=26,0 éra) izotopot add
25e/2As generator®, vagy a **Sc-ot ad6 (t12=3,97 6ra) *Ti/**Sc generator.?®
28 A ciklotron altal eléallitott radioaktiv fémizotopok széles készletébél is a
®8Ga kapja a legnagyobb figyelmet. Napjainkban a pozitront kibocsaté %8Ga
izotopot foként a méar emlitett ®8Ge/®®Ga generatorokbol nyerik a
radiofarmakonok szintéziséhez, de a generatorok aranak és elérhetdségi
problémainak a kozelmultban bekdvetkezett emelkedése motivalta a
kiilonboz6 folyadék-2%31 és szilard targeteket (1. abra) alkalmazé ciklotronnal

torténd eldallitdsi modszerek kidolgozasat.32°

1. abra: A Debreceni Egyetemen kifejlesztett, pneumatikus target szallitoval ellatott
szilard target rendszer.*

A ciklotronban torténd radiofém eldallitas mellett megfigyelhetd az a
trend is, hogy a nagyobb szamban hasznalt radiofarmakonok esetén kifejlesztik

a 8F izotoppal jelzett analogot is (pl. PSMA). A 8F izotop eldallitisanak
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magas hozama ¢és hosszabb felezési ideje miatt a betegvizsgalat
koltséghatékonyabba tehetd. A 8F szarmazékok izotopterdpia kdvetésére vald
felhasznalhatosagat eddig nem igazoltak. A ®8Ga egyszerii jelolési kémidja
azonban eldsegiti a receptor-ligandum kolcsonhatason alapul6 uj, specifikus
radiofarmakonok kifejlesztését kiilonbozd betegségekre, a célzott receptor
radionuklid terapia szélesedé alkalmazasa pedig sziikségessé teszi a *8Ga-mal
jelolt vegyiiletek alkalmazéasat a terapia monitorozasdra és dozimetria
meghatarozasara. Az ugyancsak pozitront emittald *4Sc izotépot a hosszabb
felezési ideje és lutéciumhoz hasonld koordinacios kémiaja a *8Ga potencialis
versenytarsava teszi. Umbricht és munkatarsai mar bizonyitottak, hogy a */Sc
jelzett anyagok bioldgiai megoszlasa jobban hasonlit az izotopterapiaban
hasznalt "Lu-mal jeldlt vegyiiletekhez, mint a %Ga-mal jelzett
radiofarmakonoké.*r Az MRI leképezéseknél paramagneses tulajdonsaga
miatt a mar szélesebb korben tanulmanyozott mangan tartalmu
kontrasztanyagok*? révén a nukleéris medicina teriiletén is ndvekvo figyelmet
kezd kapni a mangéan izotdpok felhasznalasanak vizsgalata. Ez kdszonhetd
tobbek kozott a pozitronsugarzé *2Mn (t2=5,59 nap) még hosszabb felezési
idejének, a technika nyujtotta in vivo mennyiségi eloszlasok vizsgalati
lehetéségének**, valamint annak, hogy bimodalis PET/MRI képalkotas is
végezhetd a mangan radionuklidok és a megfeleld kontrasztanyagok

kombinalasaval.*®

11
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3.2. Pozitronbomlo fémizotopokkal jelolt radiofarmakonok

A szkandium koordinacids kémiajat csaknem teljesen az Sc®*
haromértéki ionos formaja hatarozza meg, tulajdonsagai miatt nagyobb a
hasonlosaga az Y®'-ionnal, sem, mint az AI**-mal. Emiatt is soroljak a
szkandiumot inkabb a lantanoidaszerti ritkafoldfémek kozé.*® Vizes oldatban
az Sc*" akvakomplex formajaban csak savas, pH 4 alatti koriilmények kozott
stabil, pH 4 felett [Sc(OH)]*-ra, pH 7 és pH 11 kozétt pedig oldhatatlan
Sc(OH)s-ra hidrolizal (2. abra). A Sc(OH)s: amfoter jellege pH 11 felett
jelentkezik és kialakul az [Sc(OH)4]™ vegyiilet.*” A Ga** az aluminium ionhoz
mar nagyobb mértékben hasonlit, stabil vegylileteiben oxidacids szama +3. A
2. abra a hidratalt Ga®" hidrolizisallandéibol szdmitott koncentracio eloszlasi
gorbét mutatja be a pH fliggvényében, két kiilonbozé hémérsékleten. Ez
alapjan a Ga(OH)2" és a Ga(OH)3 egyik pH értéken sem dominans részecske
és képzédésiik jelentdsen atfed egymassal. A Ga®* akvakomplexe pH 3 alatti
tartomanyban stabil, mig pH 5 f616tt mar szinte csak a [Ga(OH)4]~ forma van
jelen. A hémérséklet ndvelésével a Ga®* és Ga(OH)?*" mennyisége jelentésen

csokken, mig a [Ga(OH)2]" és Ga(OH)s részecskévé novekszik.

100 0 - Sc¥*

1 - [Sc(OH)>*
2 — [Sc(OH),]"
3 - Sc(OH);

4 - [Sc(OH),J

80

60

%Sc

40

20

0

100 0 4 0-Ga’*
80 1 1 - [Ga(OH)]**
2
g 2 - [Ga(OH),]'
“° 3 — Ga(OH),
20 3 1 3 -
2 ¥ a)25°c b) 100°C 4 —[Ga(OH)4]
¢ 1 3 5 7‘ 9 11 13 :\ 3 5 % 9 11 13
pH pH

2. abra: A hidratalt Sc(IIT) és Ga(Ill) hidrolizise a pH fiiggvényében.*’
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A Sc3* és Ga®" kis atomsugara, nagy elektrontdltése és a haromértéki
oxidacios allapotanak savas jellege miatt, foként N- vagy O-donoratomokat
tartalmazé ligandumokkal képez nagy stabilitasi komplexeket.*#4° Tébbek
kozott ilyenek a karboxilatok, a foszfonatok, az aminok vagy a hidroxamatok.
A szkandium ezekkel a molekuldkkal olyan komplexeket képez, amelyekben
a fémion koordinacios szama altaldban 6 és 9 kozott valtozik™, még akkor is,
ha az oktaéderes szerkezetii komplexek eléfordulasa a leggyakoribb. A gallium
esetében a 6-os koordinacios szam a meghatarozo, komplexei ortorombos
kristalyszerkezetben a legstabilabbak.

A Mn?-ion biolégiai szempontbol is nagy jelentdségi, mivel az
élélények szamara esszencidlis 4svanyi anyag, szamos enzim alkotorésze.® A
mangan a vegylileteiben megannyi oxidacios allapotban fordul el6 (+2 és +7
kozott), amelyek jellemzéen kiilonb6z6 szintiek. Legstabilabbak a +2, +3 és
+4-es oxidacids szamu komplexei, a magasabb oxidacids szamuak tobbnyire
oxidok.®? Komplexei altaldban kobds tércentralt racsban kristdlyosodnak,
amelyben 12 vagy 14 a fémion koordinaciés szama. Az O-donoratomot
tartalmaz6 ligandumokkal jellemzden stabilabb komplexeket képez, mint a N-
tartalmu ligandumokkal >3

A szkandium izotdpjai koziil az **Sc az egyetlen stabil allapotl, mellette
13 radioaktiv izotopja ismert. Koziililk a hosszabb felezési idejii izotopjai a
%S¢ (t12=83,8 nap), a *'Sc (t12=3,35 nap) és a 8Sc (t12=43,7 ora). Ot
metastabil izotopja is van, a leghosszabb felezési idejii koziiliik a **™Sc
(t12=58,6 ora). Az Osszes fennmarad6d radioaktiv izotop felezési ideje
kevesebb, mint négy 6ra, ilyen példaul a “*Sc (t2=3,89 6ra) és a legfontosabb
pozitront emittdlé **Sc (t12=3,97 ora). A 4'Sc és a “Sc radionuklidok
tigynevezett teranosztikus izotop part alkotnak.>* A #’Sc radiofém 600 keV
maximalis energiaji B~ sugarzas kibocsatasaval bomlik el, mikdzben alacsony

energiaju y sugarzast (159 keV) is kibocsajt, amely alkalmassa teszi SPECT
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képalkotasra, valamint szintén tanulmanyoztak mar radioimmunterapia
céljabol is.>® Koordinacios kémiai viselkedése révén a 4'Sc radionuklid
megfeleld alternativaja lehet a ’"Lu izotopnak®®, mig a **Sc B* sugarzoként
idealis jelolt a PET-diagnosztikahoz. A “*Ca besugarzasaval torténé *4Sc
eléallitass soran **MSc is keletkezik, amely hosszabb felezési idével
rendelkezik. Ez azonban megkdnnyitheti a dozimetriai vizsgalatok elvégzését
a *Sc radionuklid sugarterapias felhasznaldsa érdekében. A #™Sc és a 4’Sc
fizikai felezési ideje azonos nagysagrendii, ami lehetéséget nyhjt az
anyagcsere folyamatok nyomon kovetésére, igy a ciklotronban torténd
eloallitas eldnyt jelent a **Ti/**Sc generatorhoz alkalmazasahoz képest.*

A galliumnak tobb, mint 30 izotopja ismert, a természetes elem
leggyakoribb eléfordulasu stabil izotopja a Ga (60,11%) és a "*Ga (39,89%).
Leghosszabb fizikai élettartammal a ®’Ga (t12,=3,26 nap) rendelkezik, PET
szempontbol pedig a ®Ga (t12=67,71 perc) radionuklid a legfontosabb. A #4Sc
a %Ga alternativajaként hasznalhatd, mivel hosszabb felezési id6vel
rendelkezik, és hasonld szerkezetli, stabil radioaktivan jelolt komplexeket
képez, mint a *°Y és a ’Lu. Emiatt fontossid valhat a sugarterapia
tervezésében.®’ A mangannak szintén csupan egy stabil nuklidja van, az *>Mn,
mig radioaktiv izotopjaként tobb, mint 25 ismert a millié éves felezési idejiitol
(*3Mn; t1,=3,7 milli6 év) a milliszekundumos értékekig. Fontosabb p*-bomlé
radionuklidjai az %*Mn (t12=312,3 nap), az ?Mn (t12=5,59 nap) és az >>"Mn
(t12=21,1 perc).>®>® A PET radionuklidokkal jeldlt antitestek alkalmazasanak
(immunoPET) szama jelentdsen megndvekedett az elmult évtizedben. Annak
érdekében, hogy megfeleljenek az antitestek biologiai felezési idejének a
hosszabb fizikai felezési radioizotopokkal (39Zr, ®*Cu, 52Mn) torténd antitest és
fehérje radiojelzéseket fejlesztettek ki. Az emlitett radiofémek eldallithatoak
ciklotronnal.

14
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A radiofarmakonként alkalmazhaté komplexek tervezésénél az els6
szempont a termodinamikai stabilitasi allandé (Kmi). Természetesen ez nem
feltétlenil jelenti azt, hogy a komplex pontosan ugyanolyan viselkedésii lesz
in vivo koriilmények kozott is, de gyakran hasznaljak a gyogyszerfejlesztés
elsédleges kivalasztasi kritériumaként. A  kiilonbozé fémkomplexek
stabilitdsanak ismerete azonban nem elegendd a ligandumok fémionokhoz
val6 affinitdsdnak 6sszehasonlitdsdhoz, mivel eltérd sav-bazis tulajdonsagokat
¢és denticitast mutathatnak. Emiatt célszerli meghatarozni a nem komplexalt
szabad fémion koncentracigjat (pM), mely altal kvantitativ. modon
Osszehasonlithatd a kiillonbozé kelatok fémmegkdté képessége. Azonban
fontos megjegyezni, hogy a radiokémiai reakciokban a radionuklidok
mennyisége (fM-pM) nagysdgrendekkel kisebb, mint az azt komplexalo
ligandumé (uM-mM), igy a radiojelzések jelentds részénél pszeudo elsérendii
kinetikaroél beszélhetiink. A kisebb stabilitasi allandojui komplexek a
szervezeten beliil fémioncserét vagy transzkeldciot szenvedhetnek, példaul
ligandumcsere kovetkezhet be transzferrinnel.®® A komplexek kinetikai
inertsége a masodik vizsgalandé paraméter, mivel nagyon fontos annak
meghatarozasa, hogy a komplex hajlamos-e disszociaciora in vivo. A
makrociklusos ligandumok kiilonféle fémionokat, kiilonosen haromértekii
lantanoidakat képesek jol megkdtni, igy vizben oldédé monomer komplexeket
képeznek. A képzddott komplexek jellemzden termodinamikailag stabilak és
kinetikailag inertek. Ezt a vegyiiletcsoportot orvosi alkalmazasokhoz
széleskortien vizsgaltdk, leginkabb MRI kontrasztanyagként® % vagy
bifunkciondlis kelatképzokként molekuldris képalkotdsra és/vagy célzott
sugarterapiara.®*®® A Gd®* alapt MRI kontrasztanyagoknal®® ¢és a
radiolantanoiddknal alkalmazott tobbfog kelatképzdket (DOTA, DTPA)
probaltak meg elsdként alkalmazni a szkandium és gallium orvosi célra torténd

komplexalasara.>*®” Komplex vegyiileteiknek stabilitasa dsszemérhetd a Lu®*

15



Pozitronbomlé  fémizotopokkal  torténd  jelzések  reakciokoriilményeinek
optimalizalasa és folyadékkromatografias kovetése

és Fe*" komplexekével.>% A 13C NMR spektrszkopias vizsgalatok alapjan a
Sc-DOTA a Lu-DOTA-hoz hasonléan nyolcas koordinacidés geometriaja
komplex formajaban képzddik. Ez a fokt koordinécio tokéletesen megfelel a
szkandiumnak. A DOTA-t ¢és szarmazékait sikeresen konjugaltak
szomatosztatin analogokhoz, a kapott radiofarmakonok jo farmakologiai
paraméterekkel rendelkeztek.®>’% A DOTA szintén alkalmas ®’Ga, °>Mn, %Cu,
0y ¢és Mn kelatképzésére, amelyek nagyon jo in vivo farmakokinetikai
tulajdonsagokat mutattak.’"> Azonban ezekben a radiofarmakonokban a
kelatképz6 rész modosithatja az eredeti peptid konformacidjat, és
megvaltoztathatja a molekula polaritasat, ami hatassal lehet a receptorhoz valo
kotédésre. A makrociklus azonban viszonylag nagy termodinamikai
stabilitassal koti meg a fémeket, tovabba a DOTA acetat karjanak hidrofil
karaktere elosegiti a jeloletlen DOTA-peptid kiliriilését a radiofarmakonhoz
képest, igy csokkentve a versengést a receptor kotShelyeiért a két forma
kozott.”> A DOTA-val végzett radioaktiv jeldlés kinetikaja azonban altalaban
lassu és viszonylag magas homérsékletli reakciot igényel, mig a DTPA
komplex szobahémérsékleten képzoédik.”* A kisméretii peptidek viszonylag
magas (100 °C alatti) hémérsékletnek is ellenallnak, az antitestek viszont
ezeken a hdmérsékleteken mar elveszitik immunreaktivitasuk nagy részét. Az
elmult években Kifejlesztett AAZTA ligandum termodinamikai stabilitasi
alland6ja kisebbnek bizonyult, mint a DOTA komplexeké, azonban
szignifikans kiilonbséget figyeltek meg a radiokémiai hozamban 25 °C-on,
amely alapjan az AAZTA gyorsabban képes volt koordinalni a #*Sc, *Ga és
7Ly izotopokat.™

A radiofarmakonokat jellemzdéen automatizalt szintézispaneleken vagy
ugynevezett KIT készletek (puffert és a prekurzort tartalmazéd liofilizalt
porampullak) alkalmazésaval allitjak el6. Az irodalomban korlatozott szamban

ugyan, de talalhatoak mikrofluid rendszerekben végrehajtott nyomjelzési
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reakciok is.”” A mikrofluidika kis mennyiségli reagensek kezelését teszi
lehetévé, a csokkentett térfogatok révén pedig lehetévé teszi a
reakcioparaméterek gyors ¢€s egyszeri optimalizalasat. Radiokémiai
szintéziseknél a kis mennyiségek és méretek tovabbi elénye a hatékonyabb
adéddan az énradiolizis is elhanyagolhato.”® A mikrofluidikai rendszerekben
alkalmazott technolégiak alapjan lehetnek chip-alapu, kapilléris, folyamatos
aramlasu’® 8! vagy térfogatcsokkentett hagyomanyos késziilékek. Ezek a
berendezések képesek automatizalt szintézisek és tisztitasi folyamatok
végrehajtasara is, illetve nem utolsé sorban meg kell emliteni, hogy a
mikrofluid rendszerek jelents koltségmegtakaritast kinalnak azaltal, hogy
lehetéveé teszik a kisebb mennyiségek eldallitdsat a felhasznaldi igények
alapjan. Szamos kutatas kozéppontjdban a chip-alapu radioszintézisek
vizsgalata 4all, amellyel példaul a [®F]FDG eléallitasi idejét 40 percrdl 25
percre sikeriilt csokkenteni.®?® Radiofémekkel jeldlt trészerek szintézisérdl
mar kevesebb publikicid jelent meg, azon beliil is csak ®®Ga és ®Cu
alkalmazasarol szamoltak be DOTA és NOTA kelatorokkal konjugalt peptidek
eldallitasa soran.8>8 Ovdiichuk és munkatarsai kereskedelmi forgalomban
kaphaté makro- és mikrofluid szintézis modulokkal eldallitott [*Ga]Ga-citrat
in vitro és in vivo tulajdonsagait hasonlitottak Ossze, igy bizonyitva a
szintézismodul megbizhatdsagat.®’

A jelenlegi Eurépai Gyogyszerkonyvben ®'Ga és %8Ga tartalmt
radifarmakonok  szerepelnek. Ezek a kovetkezéek: [%'Ga]Ga-citrat,
ciklotronnal és generatorral is eldallithatd [*8Ga]GaCls oldat radiojeldlési
reakciokhoz, [*®Ga]Ga-DOTATATE, [%Ga]Ga-DOTANOC, [®Ga]Ga-
PSMA-11 és [*8Ga]Ga-DOTATOC. #‘Sc és *Mn izotopokat jelenleg csak

preklinikai és néhany esetben klinikai kisérletek soran alkalmaznak.®
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3.3. Radiojelzési reakciok kévetésére szolgalo modszerek

Egy radiofarmakon humandiagnosztikai vizsgalatokhoz torténd
felhasznalasa minden esetben annak radiokémiai- és radionuklidos tisztasag és
a termék specifikacidban szereplé paramétereck meghatarozasa, majd a
gyogyszerészeti felszabaditast kovetden kezdddhet el. Ebbol a célbdl a
radiokémiai komponensek szétvalasztasat és az egymashoz viszonyitott
radioaktivitas ardnyuk meghatarozasat altaldban kromatografias modszerekkel
végzik. A PET izotoppal nyomjelzett vegyiileteket a leggyakrabban
vékonyréteg-kromatografias kifejlesztést kovetéen egy Geiger-Miiller
kamraval felszerelt szkennerrel azonositjak be. A %8Ge/®8Ga izotopgeneratok
elterjedése révén az irodalomban foként a %8Ga radiofémre taldlhat6
kromatografias modszerfejlesztés. Az Eurdpai Gyogyszerkonyv a ®Ga-mal
jelolt radiofarmakonok tisztasagara vonatkozoan két f6 radiokémiai szennyez6
vizsgalatat irja el a készitményekben, melyekre < 3%-0s hatarértékeket is
megad: a hidrolizalt ®8Ga-ot (,kolloid”) és az ugynevezett ,szabad” %8Ga
izotopot. A szabad %8Ga alatt a ®Ga ionos formainak teljes halmazat értjiik,
amelyek nem vettek részt a komplexképzddésben vagy nem estek at
hidrolizisen. A HPLC nem alkalmas kolloid részecskék kimutatasara, mivel az
ilyen részecskék a rendszerben vald kitapadasuk miatt nem érhetik el a
detektort. fgy az egyetlen radiokémiai szennyez6dés, amely HPLC-vel
kimutathat6 ezeknél a radiofarmakonoknal®® az ionos ®Ga. Azonban példaul
Larenkov és munkatarsai kimutattdk, hogy a HPLC eredmények nem mindig
egyeznek meg a TLC-vel kapott eredményekkel.*>°! Kiilonboz6 *8Ga tartalmu
radiofarmakonok radiokémiai 0Osszetételének vékonyréteg-kromatografias
(iTLC) vizsgélatara iranyuldé modszerek kidolgozasa soran érdekes hatast
figyeltek meg. Egyes esetekben a szabad %Ga meghatarozasa a mintakban

HPLC-vel er6sen alul becsiilt eredményeket adott a TLC-hez képest.
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Munkajuk soran kiilonb6z6é6 TLC és HPLC eljarasokkal kapott vizsgalati
eredményeket hasonlitottak 6ssze, amely sordn azt tapasztaltak, hogy az ionos
%8Ga egy része irreverzibilisen szorbealodott a C18-as forditott fazist analitikai
kromatografias oszlopokon, mértéke elérte a 10%-os kitapadas mennyiséget is.
Az altaluk alkalmazott kromatografias koriilmények kozott (eluensek: (A)
0,1% TFA vizes- és (B) 0,1% TFA acetonitriles oldata, gradiens modszer: 0—
10-15 perc, 80-70-80% A) az aktivitas vesztesége a pH értékének novelésével
folyamatosan novekedett (3. abra). A visszanyerés meghatarozasahoz szabad
%8Ga mintat és az Eurdpai Gyogyszerkonyv éltal a [#3Ga]Ga-DOTATOC®
mindségellendrzéséhez  referenciamintaként  javasolt  [°®Ga]Ga-NOTA
komplexet alkalmaztédk izokratikus elvalasztas soran. Kolonna alkalmazésa
nélkil a vizsgalt mintak esetén 1,5%-os hiba mellett az injektalt aktivitas teljes
mennyiségét visszanyerték, igy igazolva a kitapadas elsdsorban az alkalmazott

kolonnan torténik meg.
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3. abra: Az ionos %Ga kitapadas mértékének pH fiiggése ACE C18 (150 x 4,6 mm,
5 um, 100 A) oszlopon, 0,2 M natrium-acetat oldatban vizsgélva.

A 3. abran lathato, hogy az acetat puffer hasznalatakor a forditott fazisu
HPLC oszlopon az ionos formaji %8Ga komponensek részleges szorpcidja

figyelheté meg még kis pH értékek (2,5-3) mellett is. Az oszlopon szorbealt
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8Ga szazalékos aranya meredeken novekszik a pH novekedésével. A
radiofarmakon szintézisében leggyakrabban hasznalt pH 4-nél a kitapadas
mennyisége atlagosan 65%, pH 6,0-nal pedig elérte a 87%-ot. Hacht mérési
adatai arra utalnak®, hogy alacsony galliumion koncentracié és viszonylag
magas acetat koncentracio (0,07-0,2 M) mellett [®Ga]Ga-acetat
asszociatumok képzddhetnek, amelyek visszatarthatéak az oszlopon. Ebben az
esetben logikus azt feltételezni, hogy az ilyen asszociatumok visszatartisa
csokkenthetd, ha acetonitrilt adunk az eluenshez, azonban az ellenkezd
eredményt kaptak, vagyis a kromatografids kolonnan mért aktivitasveszteség
akkor nétt, ha acetonitrilt adtunk a HPLC eluenshez. Példaul az egyik kisérleti
sorozatban a veszteség 58% volt acetonitril nélkiil, 66% 10% acetonitrilt és
80% 30% acetonitrilt tartalmaz6 eluens hasznalataval.

A radiofarmakon szintézisekben a masik gyakran alkalmazott puffer a
HEPES®, amelyet natrium-acetattal egyiitt is hasznalnak. Az acetat pufferes
oldatokkal ellentétben a nem koordinalédé HEPES (pH 3-7) tartalmt mintakat
a kolloidos %Ga fokozatos képzddése jellemzi, egészen az dsszes ionos %Ga
teljes hidroliziséig. Ez a tény megneheziti a méréseket ¢és az adatfeldolgozast,
de ennek ellenére a kisérleti adatok azt mutatjak, hogy az acetat puffer
alkalmazéasakor megfigyelt hatds a HEPES esetében is megfigyelhet.® A
szakirodalomban fellelhetd kevés forras tehat azt mutatja, hogy forditott fazist
HPLC oszlopon a ®®Ga ionos részecskék jelentds mértékben képesek kitapadni,
igy az nem biztositja a sziikséges megbizhatdosagot a radiofarmakonok
analizisében. Ez kiilondsen akkor fontos, ha olyan radiofarmakonokrol van
sz6, amelyeket nem vetnek ald tovabbi tisztitdsnak (példaul szilard fazisu
extrakcioval). Azonban a TLC-s modszereknek is van szamos hatranya
(farmakon specifikus futtatoszer megtalalasa, nem automatizalhato, nagyobb
sugarterhelés stb.), amelyeket egy jol kidolgozott folyadékkromatografias

modszer ki tudna kiiszobolni.
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A bemutatott néhany példatol eltekintve altalaban a radiofémekkel
torténd jelzési reakciok kovetésére olyan kromatografids elvalasztasokat
alkalmaznak, amelyek csupan a komplexképzdvel konjugalt biomolekula
visszatartasat hasznaljék fel a radiokémiai tisztasig meghatarozasara.” Ezek
az eljarasok nem alkalmasak az el nem reagalt fémionok és a biomolekulahoz
nem konjugalt kelatorbol képzddott komplexek elvalasztasara, mivel a legtobb
ligandum és képzodott komplex polaris, igy nincs visszatartasuk az apolaris
oszlopon. Munkank egyik célja ezért is volt olyan HPLC-s moddszerek
kidolgozasa, amelyek lehetévé teszik a szabadon maradt radiofémionok
elvalasztasat a nyomjelzett vegyiilettdl. A forditott fazist oszlopok mellett 1j
lehet6séget kinalnak a mixed-mode, vagyis kevert modu allofazisok, amelyek
az elvalasztanddo komponensek szdmara egynél tobb kdlcsonhatds egyidejii
alkalmazasat teszik lehetové.%9” Ezekkel a toltetekkel rendelkezé kolonnakkal
egy mérés soran tobbféle elucios modot is valaszthatunk, mivel anion- és/vagy
kationcserélé csoportokat is tartalmaznak a szénlancok mellett, de
alkalmazhatoak csak ioncserélo- vagy forditott fazisi modban is. A kevert
modu  allofazisok képesek a toltéssel rendelkezd és polaris vegyiiletek
visszatartdsat novelni, mellyel Osszetett mintak, kiilonbozé tulajdonsagu
komponensek is elvalaszthatoak egymadastél. Ha a tdltet szemcséi ezen
tulmenden mag-héj tipusuak, ugy még nagyobb kinetikai hatékonysag érhetd
el magasabb aramlési sebesség mellett is, mikdzben a nyomasesés értéke a
hagyomanyos rendszerekkel Osszemérhetd, vagyis az elvalasztas joval

gyorsabba valik. %810
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3.4. Atmenetifémionok szdrmazékképzé reagensekkel torténd

meghatdrozadsa

A ciklotronnal eléallitott radioaktiv fémizotopok alkalmazasanak
terjedésével egyre fontosabba valik a nem radioaktiv szennyezd fémionok
meghatdrozasa, mivel ezek jelentds mértékben csokkenthetik a radioaktiv
jelolés hatékonysagat. Szamos publikacio kiemelte a nyomjelzési reakcio elotti
radiofém oldat magas kémiai tisztasdganak fontossagat, mivel a jelenlévd mas
fémek kolcsonhatasba 1éphetnek példaul a mar sokszor emlitett DOTA
kelatorral (vagy barmely mas kelatképzével), ami befolyasolhatja a
radiokémiai hozamot. Az AI¥*, a Cu?*, a Pb?*, a Zn?* és a Fe®" leggyakrabban
eléforduld szennyezé fémionok. Koziilik a legnagyobb nehézséget a Fe®*
okozza, amelynél a kialakul6 Fe-DOTA komplex stabilitasa nagyobb, mint a
Sc-DOTA komplex esetében. Ezzel szemben a kétértékii fémionok hatasa
elhanyagolhatd a DOTA-kétértéki fémkomplexek alacsonyabb stabilitasa
miatt. A legtobb ciklotronnal rendelkezd intézetnél nem elérhet6 sajat ICP
vagy AAS késziilék, a kiilsé laboratoriumok pedig nincsenek felkésziilve a
radioaktiv mintak fogadasara, igy a mérések a radioaktiv izotop teljes
lebomlésa utan torténnek meg. Ez viszont egy folyamat optimalizalasahoz tal
lassu, a radiofémoldatok rutin mindségellenérzéséhez egyszerli és gyors
vizsgalatok sziikségesek. A szakirodalomban tobb modszert irtak le, amelyek
mindegyike erdsen a kiinduldsi target anyagatdl vald elvalasztashoz
kapcsolodik, példaul a szkandium kalciumtol torténd elvalasztasara tobbnyire
oldészeres extrakciot javasoltak.*® Az ugynevezett cartridge vagy kis méretii
oszlopkromatografids extrakcios eljarasok egyszerlien automatizalhatok és
lehet6vé teszik a reprodukalhato tisztitast. Tekintettel a radiofém eléallitasok
tovabbi kutatas-fejlesztésére, a besugarzassal, a targetek kezelésével, a

kioldasaval és a feldolgozasaval kapcsolatos technikai kérdések megoldasra
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szorulnak. A Kklinikai vizsgalatokban és a jovObeli diagnosztikai
felhasznalasban torténd rutinszerii alkalmazdshoz ezeket a Iépéseket
automatizalni kell a gyartds megkonnyitése, a GMP és a sugarvédelem
kovetelményeinek valé megfelelés érdekében.!® A  radiofarmakonokra
vonatkozd kdovetelmények teljesitése érdekében a kapott radionuklidot
tartalmazo oldatnak nagy kémiai tisztasaginak, Kis térfogatban, mérsékelten
savas oldatban koncentraltan kell lennie, annak érdekében, hogy elésegitse a
hatékony radioaktiv jel6lést és az azt kovetd in vivo alkalmazast. Azonban a
legtobb esetben a publikaciok nem tartalmazzak a kapott sarzsok kémiai
tisztasagat.

Fliggetleniil tehat attol, hogy a radiofémek eldallitasa ciklotronnal vagy
generatorral  torténik, szlikséges meghatirozni az 4atmeneti fémion
szennyezOket, melyek késObb befolyasolhatjdk a radiojelzési reakciot.
Jelenlétiik a termelt izotdopok kémiai tisztasdga miatt is nagyon fontos. A
ciklotronnal el8allitott **Sc, Ga és °?Mn mellett keletkezé fémionok
mennyiségének csokkentésére szdmos moddszer taldlhaté az irodalomban. A
kiilonb6z6 ioncseréld gyantak anyagi mindségiik révén nagy hatassal vannak
a tisztitasra, leginkabb a Ca?*, Fe3*, AI¥* és Zn?" ionok esetében.l02103 A
tisztitott mintak atmenetifém tartalmanak ICP-OES vagy ICP-MS technikaval
vald meghatarozasanak nagy elénye az Osszes fémion egyidejii detektalasa
alacsony koncentracié (ppm-ppb) tartomanyban, ugyanis a szennyezd
fémionoknak a radiojeldlési hatékonysagra gyakorolt hatasa 6sszeadodik nem
szelektiv kelatképzd esetén (pl. DOTA). Azonban a komplex képzddési
reakciokban a fémionok nem egyforma mértékben vesznek részt. Oehlke és
munkatarsai szamos fémion hatasat hasonlitottdk 6ssze a DOTA és a %Ga
izotop radioaktiv jelolési reakcidjaban. A leginkabb zavaré fémionnak a Cu?*,
Fe3*, Ga®" és Zn?' ionokat talaltak, hasonléan a *‘Sc izotoppal végzett

optimalizaciés  vizsgalatokhoz.® Az atomspektroszkopiai technikak
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alkalmazasénak fo korlatja, hogy a méréseket jelentds késéssel a kiilsd
laboratériumban  kell elvégezni. Tovabbi jelentds hatrany a nagy
mintatérfogat-fogyasztas, a mintainjektalas modjatol figgden akar tobb mL
mintaoldat is sziikséges lehet. A mintdnak inaktivnak kell lennie a mérés
id6épontjaban, €s nem tartalmazhat hosszu élettartamt izotoépokat, amelyek
felhalmozodhatnak a miiszer kiilonbdzd részein. A ciklotronnal termelt %8Ga
esetében az Eurdpai Gyogyszerkdnyv GFAAS modszert ir le a Zn?" és Fe*
ionok meghatérozasara, 10 pug/GBq hatarértékkel.’%® Mivel a legtébb PET-
kozpont nem rendelkezik ilyen berendezéssel, az egyik megkdzelités az
izotopgyartasi és -tisztitasi folyamat validaldsa soran a radiofém mintdk
jellemz6 hidegfém-tartalmanak meghatarozasa. Ez elfogadhat6 lehet akkor, ha
az el6allitott radiofémet azonnal radiojelzési reakcidkra hasznaljak fel. De ha
a ciklotronnal eléallitott radiofémet nem a felhasznalas helyén termelik, akkor
az elballitott oldat fémion tartalmat meg kell vizsgalni. Minden
laboratoriumban szamtalan fémforras talalhatd, amelyek kiilonb6zd pontokon
konnyen bejuthatnak a radiofém gyartasi folyamatdba. A nem szirt
laboratoriumi levegd jelentds mennyiségii fém tartalmt porszemcsét tartalmaz,
a puderes gumikesztyiik és a fecskend6k gumidugattyui pedig cinket, valamint
nejlon alkatrészeket és erésen pigmentalt miianyagokat tartalmaznak, amelyek
a fémszennyezok forrasai.'%

A fémtartalom rendszeres ellendrzése nélkiil nehéz azonositani és
elkeriilni ezeket a forrasokat. A fémion koncentraci6 meghatdrozasdhoz a
legtobb radiokémiai kutatocsoport a hazon beliili modszereket részesiti
elényben. A jol ismert atomspektroszkopiai technikdk mellett az atmeneti
fémek spektrofotometrids vagy kolorimetrids technikdkkal, kromatografias
elvalasztassal vagy anélkiil szines komplexekké alakitdssal is
meghatarozhatoak. A komplexképzédés a kolonna el6tt és utan is

megtorténhet. Az egyik legszélesebb korben hasznalt komplexképzé a 4-(2-

24



Botarné Forgacs Viktoria egyetemi doktori (Ph.D) értekezése

piridilazo)rezorcin  (PAR) (4. 4bra).l%"1%® Ez a haromfogi ligandum
szobahdmérsékleten azonnal szines, vizben 0ldodo kelatokat képez a legtobb
atmeneti fémionnal. A PAR vizes oldata maga is szines, pH 5,5 értéknél voros,

pH 6-12,5 k6z06tt narancssarga, 13 felett pedig mélyvords szind.

N o\\//o j OH
| BN

HO . . o
OH l \S
HO 'O/ \\0

Na*
4. abra: Gyakran alkalmazott szarmazékképz6 reagensek: triazin, 4-(2-piridilazo)-
rezorcin, Xilenolnarancs, krém azurol S.

Kornyezeti mintakban a fémionok mennyiségi meghatarozasara gyakran
hasznaljak a kolonna utani szarmazékképzést az ionkromatografias elvalasztas
utan. Az atmeneti fémionok (Fe**, Cu?*, Ni%*, Zn?*, Co?*, Cd?*, Mn?* és Pb?")
piridin-2,6-dikarbonsavat ~ (PDCA)  tartalmazd  eluenssel  anionos
komplexekként  valaszthatok — el.1911 | eggyakrabban  piridilazo-
szarmazékokat (példaul PAR-t és 5-Br-PADAP-t (2-(5-brom-2-piridilazo)-5-
dietil-amino-fenol)-t) alkalmaznak komplexképzéként. A kolonna utani
szarmazékképz6 modszerek f6 hatranya a kromatografids rendszer
viszonylagos Osszetettsége. Két fémmentes HPLC pumpa és egy injektor
(automatikus mintavevo) sziikséges. A szarmazékképzo6 reagens lassan bomlik
levegd hatasara, elszennyezve a csatlakozasokat és az UV detektor cellajat. A
reagenseket emiatt frissen kell elkésziteni, a mérések végeztével pedig a

rendszert alapos tisztitisnak kell alavetni 1?11
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A radiofarmakon mindségellendrzése soran elengedhetetlen, hogy az
alkalmazott modszerek és vizsgalatok megbizhatoak és gyorsak legyenek.
llyen a [*®F]FDG rutin mindségellenérzésében Kryptofix 2.2.2 fazistranszfer
katalizator kimutatisara hasznalt szinfoltteszt'*’ is. A szennyezé
atmenetifémionok szintén meghatarozhatdéak kolorimetrids vizsgalatokkal,
példaul a xilenol-narancs!!®1® a triazin'?®!2! vagy a krém azurol S 1?2123
reagensek alkalmazasaval (4. abra). Az atmeneti fémek kolorimetrias
detektalasa gyorsan és nagy érzékenységgel végezhetd el a ppm-es
koncentracié  tartomanyban, mivel a  komplexképz6dés intenziv

szinvaltozassal jar egyiitt, 124125
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4. Alkalmazott modszerek és vizsgalati koriilmények

4.1. Felhasznalt anyagok, vegyszerek

A kisérletek soran hasznalt vegyszereket a Sigma-Aldrich (Budapest,
Magyarorszag), a HPLC tisztasagi oldoszereket a VWR (Debrecen,
Magyarorszag) szallitotta. Az eluensek és oldatok készitéséhez a nagy
tisztasagu (25 °C-on 18,2 MQ*cm) vizet a Merck (Budapest, Magyarorszag)
altal forgalmazott Simplicity viztisztitdé rendszer altal nyertiik, mig az
ultratiszta sosavat (35%) és az ultratiszta salétromsavat (69%) a Carl Roth
GmbH (Karlsruhe, Németorszag) cég biztositotta. Az ionkromatografias
vizsgalatokndl hasznalt eluens inert koriilményének biztositdsdhoz alkalmazott
hélium gaz a Linde (Debrecen, Magyarorszag) cég terméke. A 4-(2-
piridilazo)rezorcint (PAR) az Alfa Aesar-tol vasaroltuk (Kandel,
Németorszag).

A radiofémek eldallitasahoz a kalciumot (99,99%) a Merck Kft-t6l, az
izotop dusitott ®3Zn-et (98,60%) a NeonestAB-tol (Stockholm, Svédorszag), a
kromot (99,99%) az Alfa Aesar-tol szereztiik be, majd a TrisKkem (Bruz,
Franciaorszag) altal forgalmazott DGA, Zr és TK200, valamint a Bio-Rad
(Budapest, Magyarorszag) altal beszerezhets AG® 1-X8 gyantikon
tisztitottuk. Tisztasaguk gyors ellenérzéséhez az Agilent Technologies (Santa
Clara, Egyesiilt Allamok) szilikagéllel impregnalt iiveg mikroszalas
vékonyréteg kromatografias papirjat (iTLC-SG) hasznaltuk. A kromatografias
modszerfejlesztésekhez alkalmazott DOTA ¢és NOTA kelatorokat a
ChemaTech (Dijon, Franciaorszag) gyartotol vasaroltuk, mig a tobbi
ligandumot a Fizikai Kémiai Tanszék Ritka(fold)fém Kutatdcsoport
munkatarsai és hallgatoi, valamint Baranyai Zsolt és hallgatoi biztositottak

szamunkra.
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4.2. [*Sc]Sc® eldallitasa ciklotronnal

A [#Sc]Sc® izotopot GE PETtrace tipusu ciklotronnal, sajat készitésii
target rendszerrel koriilbeliil 120 mg természetes fém kalcium besugarzasaval
allitottuk el **Ca(p,n)**Sc magreakcié soran. Az aluminium targetbe préselt
fémet 10-30 pA proton nyalabbal sugaroztuk be 10-60 percen at. Az atlagosan
100-500 MBq termelt aktivitasi “*Sc-ot tartalmazé targetanyagot 4 mL 3 M
u.p. sosavval oldottuk ki, majd 70 mg aktivalt DGA gyantan 3 mL 3 M
sosavval és 3 mL 1 M salétromsavval tisztitottuk meg. A tisztitasi 1épések
soran a szkandium-44-et el0szor a kiindulasi kalciumtdl, majd a szennyezé
vas-, cink- és nikkel ionoktol valasztottuk el. Ezutan a gyantarol a tiszta
izotopot 1 mL 0,1 M sosavval frakcionaltan eludlva kaptuk meg. A visszanyert

aktivitas 75-85%, mig a targeten 1-3 MBq aktivitds maradt vissza.

4.3. [(8Ga]Ga®* elddllitdsa ciklotronnal

A [%Ga]Ga®* radiofémet a [**Sc]Sc®" izotophoz hasonldé moédon
allitottuk el6. 40 mg Zn-68 izotdp dusitott cinkbdl, 50 pA proton nyaldbbal
180 perces besugarzassal, 8Zn(p,n)%Ga reakcioban nyertiik a gallium-68-at.
10 mL 5 M u.p. sésavval oldottuk ki a 2-60 GBq aktivitasu target anyagot, amit
Zr gyantan 10 mL 5 M sdésavval mostunk, majd TK400-as gyantan tisztitottuk
5 mL 2 M sésavval. A masodik gyantarol végiil 0,05 M sosavval frakcionaltan

elualva kaptuk a tiszta [®®Ga]Ga®*-ot.

4.4, [PMn]Mn?* elédllitasa ciklotronnal

A [P*Mn]Mn?* radiofémet 250 mg természetes fém krom, 20 pA proton
nyaldbbal 60 percen 4t torténd besugarzasaval, 2Cr(p,n)*Mn reakcioban
nyertiik. 24 ora elteltével 2 mL cc. u.p. sosavval oldottuk ki az atlagosan
150 MBq aktivitast target anyagot, majd az oldatot korilbeliil 1,5 mL-re
betoményitettiik, ekkor szilard CrClz kivalasat figyeltiik meg. Az oldatot
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elvalasztottuk a csapadéktol, 50 mL térfogatra higitottuk abs. etanollal, majd
az 5 mL 3%-0s tomény sosav/etanol oldattal elékondiciondlt AG® 1-X8
extrakcios oszlopra vittiik fel (300 mg). Az oszlopot 20 mL 3%-0s tomény
sosav/etanol oldattal és 0,5 mL 0,1 M u.p. sésav oldattal mostuk le. A
[?Mn]Mn?* izotdpot tartalmazod oldatot szarazra parlast kovetden 300 pL cc.
HClI-val oldatba vittiik és 10 mL-re higitottuk abs. etanollal. Az eljarast még 2
alkalommal ismételtiik meg, de a masodik alkalommal 200 mg, mig a
harmadik alkalommal 100 mg toltetii tisztitd oszlopot hasznaltunk. Végiil
0,1 M sosavval elualva kaptuk a tiszta [P?Mn]Mn?*-t.

4.5. HPLC késziilékek és vizsgalati koriilmények

4.5.1. Kolonna utani szarmazékképzés

A fémionok folyadékkromatografias méréséhez a kovetkezd
részegységekbdl Osszedllitott késziiléket hasznaltuk: fémmentes Jasco PU-
2080i pumpa, Knauer 3800 automatikus mintavevé (miianyag szelep, ti, és 10
uL-es PEEK injektor loop), Hamamatsu Photonics H10493-001 radioaktiv
detektor és Waters 2487 dual A abszorbancia detektor. Az altalunk épitett
rendszer az 5. abran lathat6. Az adatok gylijtését és a kromatogramok
kiértékelését Empower 3 szoftverrel végeztiik, 530 nm hullsamhosszon'?, Az
izokratikus elvélasztds idOtartama a kolonna utdni szarmazékképzo
modszernél 15 perc volt. A kiilsd kis nyomasu pumpa 0,3 mL/perc aramlasi
sebességgel szallitotta az elvalasztashoz sziikséges eluenst, ami a kovetkezd
Osszetételit volt: 7,0 mM PDCA (piridin-2,6-dikarbonsav), 66 mM kalium-
hidroxid, 74 mM hangyasav, 5,6 mM kalium-hidrogén-szulfat. A kolonna
utani szdrmazékképzd reagenst az UPLC pumpdja 0,15 mL/perc aramlési

sebességéggel szallitotta.
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Reagens
oldata RA
detektor
He gaz
Eluens

PDA

Pulzalas- detektor

csokkentd

Knauer
injektor

Jasco
pumpa

Alapvonal
| simitd voros
peek és teflon

csovek
Kolonna

5. dbra: A csak milanyag egységekbol allo ionkromatografias rendszer.

A komplexképz6 oldat, 0,5 mM PAR-t, 1,0 M 2-dimetil-etanol-amint,
0,50 M ammoénium-hidroxidot és 0,30 M natrium-hidrogén-karbonatot
tartalmazott. Az eluensek inert atmoszféra alatt késziiltek és voltak tarolva. A
reagens oldat frissen készitve élénk narancssarga szinii, hiitdszekrényben
tartva koriilbeliil egy hétig hasznalhatd fel. Ezt kdvetéen az oldat szine
barnulni és sotétedni kezd, szilard s6 kivalas mellett. A kromatografias
elvalasztds Dionex IonPac CS5A (2 x 250 mm) tipust ionkromatografias
oszlopon tortént. A modszer soran a PDCA tartalmu eluens révén az atmeneti
fémionok anionos komplexeik formajaban valtak el egymastol. Az alacsony

aramlasi sebességek miatt a rendszer nyomasat 0,1 mm belsé atmérdjii PEEK
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vezetékkel és egy szlir6 kolonna utani bekotésével noveltiik egészen 1400 psi-
ig, mig az alapvonali zaj mérséklésére 0,5 mm x 3 m teflon csovet épitettiink
be. A mddszer nem igényelt mintaelokészitést, a szarmazékképzé PAR reagens

a kolonna utan lett a mintahoz adva.

4.5.2. Kolonna elotti szarmazékképzés

Kolonna elétti szarmazékképzéshez a fent leirt kromatografias rendszert
hasznaltuk a Jasco pumpa nélkiil. A komplexképz6 reagens mar a LiChrospher
100 RP-18 (75 x 4 mm, 5 um) kolonnara torténé injektalas el6tt a mintahoz
lett adva, igy csak a kisnyomast pumpdra volt sziikség, ami a 65% 0,1 M pH
6,5 NHiH2PO4/(NH4)2HPOs puffer és 35% metanol tartalmi eluenst
0,8 mL/perc aramlasi sebességgel aramoltatta. A reagens oldat készitése soran
6 mg (2,8 mM) PAR-t 3,5 mL metanolban oldottunk fel, majd ehhez hozza
adtunk 6,5 mL NH4H2PO4/(NH4)2HPO4 puffer (0,1 M pH 6,5) oldatot. A minta
oldatot az injektalas el6tt 1:1 ardnyban kevertlik 0ssze az elkészitett PAR
oldattal. A PAR-fém komplex kialakulasat azonnali szinvaltozas kisérte

szobahOmeérsékleten.

4.5.3. Kolorimetrias meghatdrozas

A kolorimetrids reagenseket altalaban szinskéalaval torténd vizualis
Osszehasonlitassal értékelik ki. Azonban ehhez nagy térfogati minta
szlikséges. A minta igény jelentds csokkentése érdekében a kolorimetrias
reagensekkel Osszekevert mintak részleteit kolonna nélkiil HPLC-re
injektaltuk ¢s detektalasra a késziilék UV detektorat hasznaltuk. Eluensként
vizet hasznaltunk, a kiértékelés hullamhossza pedig az alkalmazott
szarmazékképzd és a kialakuld komplex abszorpcidés maximumatdl fliggéen

valtozott.
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3. tablazat: Mintael6készitési modszerek dsszefoglalasa kolorimetrias fémion

meghatarozasokhoz.
Reagens Eredeti médszer” Sajat médszer
Reagens: 6 mg PAR 35 mL
metanolban és 6,5 mL pufferben™
PAR - oldva. Minta: 5 uL PAR oldathoz,

1465 uL puffert™ és 30uL
meghatarozandd mintat adtunk hozza.

Xilenolnarancs

Reagens: 14,3 mg xilenolnarancs
10 mL pufferben™ oldva. Minta: 10
uL XO oldathoz, 1460 uL puffert™ és
30 puL meghatarozand6 mintat adtunk
hozza.

Cink teszt

5 mL mintat, 4 csepp 1-es
reagenst, 1 adagolo-kanalnyi

45 uL 1-es reagenst, 53 mg 2-es
reagenst, 9 mg 3-as reagenst, 1380 uL.

2-es reagenst és 1 spatulanyi  puffert™ adtunk hozza 30 uL
(MQuant 3-as . reagenst.. 5 perc mintahoz, 5 perc reakcioid6re allni
1.14412.0001) reakcm’ndc’ire allni  hagytuk, hagytuk, majd végil 45uL 4-es
' ' majd 4 csepp 4-es reagenst reagenst adtunk még hozza.
adtunk hozza.
Vasteszt 20 mL mintdhoz 5 csepp 1-es 15 uL reagenst, 1455 uL puffert™ és
reagenst adtunk hozza, majd 30 pL mintdt mértiink Ossze, majd
(MQuant 3 perc reakcididére allni 3 perc reakcididdre allni hagytuk.
1.14403.0001) hagytuk.
Aluminium 5 mL mintahoz 1 spatulanyi 1- 34,8 mg 1-es reagenshez, 283 uL 2-es
teszt es reagenst, 1,2mL 2-es reagenst, 1150 uL puffert™, 30 uL
reagenst ¢és 4 csepp 3-as mintat és 38 pL 3-as reagenst adtunk
reagenst adtunk hozza. Végiil hozza. Végiil 7 perc reakcioidére allni
(MQuant 7 perc  reakcioidére  allni hagytuk
1.14413.0001) h(% Ttk gytuk.

“ Az eredeti modszereket és az alkalmazott 1,2 és 3-as reagenseket a Merck
biztositotta a kolorimetrias teszttel egyiitt. =~ 1 M ammonium-acetat puffer, pH 6,5.

A kialakulé komplexek azonnali szinvéltozassal jartak, a mintdkat az

3. tablazatban szerepl6 receptek szerint készitettiik eld.
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4.5.4. Modszerfejlesztéshez hasznalt UPLC késziilék és koriilményei

A radiofémek és komplexeik elvalasztasara Waters Acquity UPLC I-
Class tipust kromatografias rendszert hasznaltunk, amihez ecluensszallito
egység (BSM), automata mintaadagolo (atfolyo-ttivel és 100 pul-es loop-al),
kolonnavalto, diddasoros detektor és fotoelektron-sokszorozo csével ellatott
szcintillacios radioaktivitas detektor (Hamamatsu Photonics) volt kapcsolva.
A kromatogramok kiértékelését Empower 3 szoftverrel végeztik el. A
modszerfejlesztésekhez Adsorbosphere XL SCX (Grace, 4,6 x 150 mm, 5 um),
Obelisc N (Sielc, 4,6 x 150 mm, 100 A, 5 um), Obelisc R (Sielc, 4,6 x 150 mm,
100 A, 5 um), Coresep S (HELIX chromatography, NP-SCX 4.6 x 50 mm,
90 A, 2,7 um), Coresep 100 (HELIX chromatography, RP-SCX 4.6 x 50 mm,
90 A, 2,7 um) és Kinetex XB-C18 (Phenomenex, 50 x 4,6 mm, 100 A, 2,6 um)
kevert toltetii oszlopokat alkalmaztunk.

[*4Sc]Sc® izotopot tartalmazo mintak esetén a végsé modszer gradiense
soran tiszta vizr6l 2 perc utan 1 perc alatt 100% 1,32 M KNOs és 0,077 M
pH 5,0 oxalsav tartalmu eluensre valt, majd 3 percig izokratikusan tartja azt. A
maddszer végén a kiinduld Osszetételre vald mosas miatt az elvalasztas teljes
idotartama 10 perc. A mérések soran az aramlasi sebesség 1,0 mL/perc, az
injektalt minta térfogata a radioaktiv koncentraciétol fiiggéen 5-20 pL volt.

[*8Ga]Ga®" izotopot tartalmazoé mintak esetén a végsd modszer gradiense
soran tiszta vizr6l 1,5 perc utan 0,5 perc alatt 100% 1 M pH 4,0 AmAc és
0,01 M pH 3,0 oxalsav 1:1 aranyt eluensre valt, majd 2 percig izokratikusan
tartja azt. A moddszer végén a kiinduld Osszetételre vald mosas miatt az
elvalasztas teljes idétartama 6 perc. A mérések soran 0,6 mL/perc az aramlasi
sebesség, az injektalt minta térfogata a radioaktiv koncentraciotol fliggden 5-
10 pL volt. A mikrofluid rendszerrel végzett mérések soran a kromatografias
koriilményekben csak az dramlasi sebesség volt eltérd, 0,4 mL/perc. A

csokkentésére a rendszernyomds megndvekedett értéke miatt volt sziikség,
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1150 psi volt az atlagos nyomads, ezt nem akartuk jobban megnovelni a
mianyag csatlakozésok miatt.

[P>Mn]Mn?* izotépot tartalmazé mintdk esetén a végsd modszer
gradiense soran 0,1% hangyasav vizes oldatardl 1 perc utan 1 perc alatt 100%
90%-0s ACN eluensre valt, majd 1 percig izokratikusan tartja azt. A modszer
végén a kiindul6 dsszetételre valdo mosas miatt az elvélasztas teljes idtartama
5 perc. A mérések soran 0,8 mL/perc az dramlési sebesség, az injektalt minta

térfogata a radioaktiv koncentraciotol fiiggéen 5-10 pL volt.

4.5.5. HPLC késziilék es koriilményei

Az UPLC késziiléken kidolgozott mddszereket hagyoméanyos HPLC-re
valo atiiltetéséhez Waters 2695 Alliance HPLC rendszert hasznaltunk,
melyhez Waters 996 PDA- ¢és Atomki gyartmanyu RA detektorok voltak
kapcsolva. A kromatogramok kiértékelését Empower 3 szoftverrel végeztiik
el. Az elvalasztasokhoz a mar bemutatott analitikai kolonnakat és eluens

Osszetételeket alkalmaztuk lassabb gradiens modszerekkel.

4.5.6. Mikrofluid rendszer

A radiojelzési  reakciok  tanulmdnyozdsa  sordn  kiilonboz6
reakciokoriilmények (reagensek koncentracidja, pH, hdmérséklet, reakcididd
stb.) hatdsat vizsgaltuk. A kisérletek soran problémat jelent, ha az eldre
meghatarozott reakcididd letelte utan a termékelegy vizsgalatat nem azonnal
végezzik el. Vékonyréteg kromatografids elvalasztids esetén lehetdség van
néhany minta (5-10 db) parhuzamos vizsgalatara, azonban a HPLC
szekvencialis minta kezelése miatt az egy idében elkészitett mintak
analizisének eredményét meghamisithatja a reakcididoé és az elvélasztas kozott

eltelt idében a reakcid esetleges tovabbhaladasa. Az altalunk épitett rendszer
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(6. abra) segitségével automatizaltan tudtuk a reagenseket injektalni és a

reakciodelegyeket a reakcididd letelte utan azonnal kromatografidsan vizsgalni.

kelonna
FAVAYEY

detektor
EE kelator aldatok i
jul Ay
Esea

6. abra: A mikrofluid rendszer és 6sszekapcsolasa az UPLC késziilékkel.

A rendszer vezérlésére szolgalé program a LabVIEW 16.0 (National
Instrument Corporation) szoftverrel késziilt. Lehetévé teszi egyszerii szoveges
parancsok segitségével a szelepek ¢€s a fecskendépumpdk idozitett
miikodtetését. A LabVIEW program altal kiildott parancsokat egy Arduino
Uno kartya tovabbitotta I12C buszon keresztil az egyes moduloknak,
melyekben egy-egy Arduino Nano kartya vezérelte az adott szelepet vagy
fecskenddpumpat. A modularis felépités lehetdvé tette az alkatrészek eltérd
Osszekapcsolasat és egyszerii bovitését is. A kisérleti elrendezés kialakitasanal
az volt a célunk, hogy lehetdvé tegylik a reagensek 1:1 térfogataranyt
reprodukalhatdé 0Osszeinjektalasat egy flithetd kapillarisba, ahol enyhe
tulnyomas alatt (max. 2 bar) akar 100 °C hémérsékletre is fthettiik az elegyet
a reakcio iddtartamara, majd azonnal injektalhattuk az elvalasztast végzo
HPLC-s kolonnara. Ezzel az elrendezéssel egyszerlien vizsgalhato volt egy
adott reakcio iddfiiggése allandd Osszetételi reakcidelegyeknél. Ezentul

célunk volt a reakcioelegyek dsszetételének valtoztatasa is egy sorozaton beliil,
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ezért egy 10 utas valtoszelep beépitésével lehetové tettilk kiilonb6zo
folyadékmozgatast két darab, 1 mL-es iiveg fecskenddvel felszerelt Cavro XP
3000 fecskendépumpa végezte. Ezek egy-egy 3 utas valtoszeleppel is el voltak
latva, vagyis lehetdség volt a fecskendd egyik dgon torténd feltoltésére és a
masik dgon valo iiritésére. Ezt a funkciot ugy hasznaltuk ki, hogy a %8Ga-ot
mozgato fecskendét tele toltottik 0,1 M sésavas ®®Ga oldattal a szivé agan
keresztiil, majd 100 pL-es részletekben adagoltuk a radioaktiv oldatot a nyomo
agon keresztiil. igy 10 reakciobol allo sorozatok végrehajtasara volt lehetdség.
A masik fecskendd szivo dgara vizet kotottiink, amellyel a fecskendét és a
hozza kapcsolodo kapillarisokat alaposan atmosva buborékmentesitettiik. A
pufferelt kelator oldatok részleteit nem szivtuk be a fecskendobe a
keresztszennyezés elkeriilésére, hanem csak az adott kelator oldatot kivalaszto
tizutas szelep (Valco) és a fecskendd kozotti kapillarisba szivtuk fel. A
felszivott kelator oldat és a fecskendében 1évo viz keveredésének elkertilésére
a két folyadékot 10 pL-es levegd buborékkal valasztottuk el. A kapillarisba
folszivott kelator oldat és a fecskenddpumpabol érkezé %Ga oldat
Osszeinjektalasat egy T-elagazason keresztiil végeztiik, amely egy rovid
kapillarissal egy HPLC-s injektor szelephez volt kdtve. Az injektalt folyadék
a szelepen keresztiil egy 100 pL térfogati 0,15 mm atmérdji fiitdtt loop-ba
jutott, amelyet egy 24 V-os fiitOpatronnal ellatott aluminium henger
segitségével fuitottilk. A flités szabalyzéasat egy REX C200-as PID vezérld
végezte. A loop kivezetése egy hulladéktarold edény felé egy 2-utas Biirkert
szelepen keresztiil vezetett, amelyet a reakcid idejére zarva tartottunk a
felmelegedd folyadékban képz6do buborékok okozta szivargas elkeriilésére.
A rendszer folkészitése a reaktor flités bekapcsolasabol, a
fecskendOpumpak atmosasabol és feltdltésébol, majd a kelator oldatok

betoltésébdl allt. Ezt kdvetéen a rendszer automatikusan szivott fol egy
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100 pL-es kelator oldat részletet, majd injektalta dssze egy 100 pL-es %8Ga
oldat részlettel a HPLC-s injektorszelephez kotott flitott kapillarisba. A
kétszeres térfogati loop-taltoltést kordbbi kromatografids tapasztalatok
alapjan alkalmaztuk, mert ez biztositja a kapillaris egységes Osszetételli
folyadékkal valo feltoltését. A betoltést kovetden a kapillaris kivezetd agan
1év6 2 utas Biirkert szelep elzarodott, meggatolva a folyadék szivargasat. A
reakcioidd letelte utan a HPLC-s szelep valtott és injektalta a reakcioelegyet a
kolonnara. Injektalast kovetden a kovetkezd oldatrészletek Osszeinjektalasa
tortént, igy egy reakcioelegy termékeinek elvélasztasa kozben a kdvetkezd
minta mar a fitott kapillarisban tartézkodott.

A rendszer tehat az UPLC késziilék mintaadagolojat, illetve a kézi minta
keverést és flitdblokkban valé melegitést valtotta ki, az elvalasztas, a detektalas

és a kiértékelés mar az el6z6ekben ismertetett modon tortént.

4.6. Egyeb késziilekek és berendezések

A folyadékkromatografias modszerfejlesztéshez %8Ge/*8Ga
izotopgeneratorbol (Eckert-Ziegler, GalliaPharm®, Berlin, Németorszag)
nyertiik a [?8Ga]Ga®* radionuklidot 0,1 M ultratiszta sosavas elicioval. Gamma
spektrometrias vizsgalatokhoz Canberra tipusi HPGe detektort hasznaltunk
Genie 2000 (Mirion Technologies, New Jersey, Egyesiilt Allamok) kiértékeld
szoftverrel. Az egyes mintak radioaktivitasanak megmérésére Capintec CRC-
15PET (Mirion Technologies, New Jersey, Egyesiilt Allamok) tipust
doziskalibratort ¢és Packard Cobra gamma szamlalot (Perkin Elmer,
Llantrisant, Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztunk. Oldatok és eluensek pH
beallitasahoz InLab 413/IP67 kombinalt pH elektroddal ellatott Mettler Toledo
MP220 (Budapest, Magyarorszag) tipusu pH métert hasznaltunk. A

vékonyrétegkromatografias vizsgalatok kiértékeléséhez Raytest miniGita Star
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Radio-TLC szkennert (Beta Detector GMC) és GINA Star TLC (Elysia-raytest
GmbH, Straubenhardt, Németorszag) szoftvert hasznaltunk.

4.7. Radioizotoppal jelolt mintdk eloallitasa

Minden esetben 80 uL pufferoldathoz 10 pL-t adtunk a kelator vizes
oldatabol, melyhez a 10 uL [**Sc]Sc®, [®Ga]Ga®* vagy [*>Mn]Mn?* izotép
sosavas oldatat adagoltuk (~0,15-0,40 MBqQ). A radiojelzési reakciokat 1,5 mL
térfogati Eppendorf csdvekben, 95 °C-ra termosztalt fiitdblokkban, 5-
30 perces reakcididével végeztiik, majd 0,05 M Na.COz vagy tiszta vizes

futtatdszerben hivtuk elé a mintaval megjelolt iTLC lapokat.
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5. Eredmények és értelmezésiik

5.1. Radioaktiv szennyezd fémizotopok meghatdrozasa

A ciklotronnal eléallitott radionuklidok azonositasa és tisztasaganak
meghatarozdsa gamma spektrometrids méréssel lehetséges. A radioaktiv
nuklid gerjesztett allapotabol altalaban egy vagy tobb gamma-foton
kibocsatasaval tér vissza az alapallapotiba. Az emittalt gamma-fotonok
energiaja ¢és intenzitasa adott atommagra jellemzo érték, mely lehetové teszi a
pontos azonositdsukat (7. 4bra) egy nuklid konyvtar® segitségével. A
legerjesztddés tobb utvonalon is végbe mehet, de a folyamatokhoz mas-mas

atmeneti valdszinliség tartozik.
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7. abra: [*Sc]Sc® eluatum gamma spektruma.

Munkam soran ciklotronnal eldallitott [*/Sc]Sc?*, [8Ga]Ga* és [*>Mn]Mn?*
izotopokat vizsgaltam, amelyeknél elengedhetetlen volt a késébbi felhasznalas
elott az alapos tisztitas elvégzése. A besugarzas kovetkeztében a sugarnyalédb
utjaban allo foliakbol, illetve magabol a target anyagokbol a kivant izotop
mellett szennyezéként radioaktiv- és nem radioaktiv fémionok keletkezhetnek,
rontva annak tisztasigat. A  %Sc-ot legegyszeriibben természetes
izotoposszetételi (“°Ca 96,9%, *?Ca 0,65%, “*Ca 0,14%, *‘Ca 2,09%,
6Ca 0,004%, *8Ca 0,19%), j6 hévezetd fém kalcium besugarzasaval allitottuk
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el, azonban az igy kapott **Sc radionuklidos tisztasiga alacsony
(**Sc 94,94%, 4'Sc 0,52%, “8Sc 1,21%, *™Sc 0,83%, “**Sc 2,50%).!%
Magasabb radionuklidos tisztasdgu szkandium eldallitdsdhoz izotopdusitott
#4CaCO; besugarzasat végeztiik el, melyhez a hdvezetSképesség javitasara
magnézium port kevertiink.

A 4. tablazatban lathatd, hogy a tisztitdsi folyamat el6tt szamos
szennyezd radionuklidot tartalmazott a minta, majd a [*Sc]Sc®" atlagos
radionuklidos tisztasagat 90,43%-r61 98,94%-ra jelentdsen novelte az
extrakcids gyantan végzett sosavas €s salétromsavas tisztitas. Az eldallitani
kivant radionuklidot sajat izotopjaitol nem lehet elvalasztani, azok aranya

kémiai elvalasztasi Iépésekkel nem befolyasolhato.

4. tablazat: [**Sc]Sc®* minta radiokémiai tisztasaga tisztitas elStt és utan.

Radionuklidos tisztasag (%) Radionuklidos tisztasag (%)

tisztitas elott tisztitas utan
43¢ 90,43 98,94
47Sc 5,90 0,08
9,57 0,98
egyeb 435¢ 485¢, 22Na, 2Na, “msg,

radionuklidok 43g¢, 485c, 4mge

56C0

A [%8Ga]Ga®* pozitronbomlé izotoppal is hasonléan jartunk el minden
eléallitds soran. A 8. dbra mutatja, hogy a tisztitott mintdban nagyon kis
sz4zalékban a gallium sajat izotopjai fordultak eld. A %8Ga radiofémre jellemzd
1077,4 keV energiaju csucs ugyan csak 3% emittalasi hatasfokkal rendelkezik,
azonban nagy aktivitdsi minta esetén jol lathato a spektrumban. Az atlagos
mintadsszetétel a kovetkezonek adodott: 99,97% %8Ga, 0,018% 6'Ga és
0,012% %Ga, minden egyéb szennyezé a tisztitisnal hasznalt aktivalt

gyantaval toltott oszlopokon attort oldatban jelent meg.
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8. abra: Ciklotronnal eldallitott [3Ga]Ga®* minta gamma spektruma, megadva az
emittalasi valosziniiséget az egyes energia csucsokhoz.

[P’Mn]Mn?* esetén a felaktivalt target korong gamma spektruma alapjan
a besugarzast kovetden a minta csak nagyon kis szazalékban tartalmazta a
kivant izotopot. Az atlagos mintadsszetétel ekkor 4,09% 53Fe, 1,02% °2Mn és
94,89% 52™Mn volt. Szerencsére a szennyezd radionuklidok rovid felezési
idejiiknek kdszonhetden (mely a >3Fe esetén 8,5 perc, mig a >>"Mn- nak 21,1
perc) masnapra elbomlanak és 100%-ban csak az eléallitani szandékozott 5,59
nap felezési idejii [°?Mn]Mn?* radiofémet kaptuk. A 9. &bran lathato a
besugarzast 1,17 oraval kovetden mért gamma spektrum és a 20 6raval késébb
kapott radioaktiv szennyez6ktdl mentes eredmény. Emiatt a felhasznalas elott
minden esetben egy napot allni hagytuk a besugarazott target anyagot.

100.000 - 511 keV: annihil4cié (100%) 1434.1 keV: $2Mn (100%) 0.05 7442 keV: 2Mn (90%)

52m\n (98.32 52Mn (94.5%
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9. abra: [®>Mn]Mn?* minta gamma spektrumai a besugarzast kovetéen 1 és 20
oraval.
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5.2. Nem radioaktiv szennyezd fémionok meghatarozasa

A nem kivant radioaktiv izotopok mellett nem radioaktiv, tobbségében
atmenetifémion szennyezok is el6fordulnak. Jelenlétiik miatt a késdbbi
felhasznalas soran csokkenhet a jelzés hatasfoka, hiszen ezek a fémionok
kompeticioban vannak a komplexképzd koordinacidos helyeiért. A
radiojelzéseket ppm-es koncentracié tartomanyban is zavarhatjak,
meghatarozasukra az ~ ICP-MS/ICP-OES  technikdk  lennének a
legalkalmasabbak, azonban az ilyen berendezésekkel rendelkezd
laboratoriumok altalaban nem tudnak radioaktiv mintakat mérni. Az inaktiv
fémionok ICP késziilék nélkiilli meghatarozasara tobb modszert 1is
kidolgoztunk 4-(2-piridilazo)-rezorcin és xilenolnarancs szarmazékképzo

reagensek alkalmazasaval.
5.2.1. Kolonna utani szarmazekképzés

Az atmeneti fémionokat Dionex IonPac CS5A oszlopon valasztottuk el.
A PAR reagens oldatat a kolonnan torténd elvalasztas utan kevertiik az
eluenshez, ami UV-aktiv komplexet képez a fémionokkal. A ciklotron altal
eloallitott [*Sc]Sc® fo szennyezdjének tekintett két fémiont, a Fe** és Zn?*
ionokat alapvonalon valasztottuk el egymastol (10. abra). A kiértékelés soran
0,5 ppm Fe** és Zn?* standard oldatok mérésével kapott csucs alatti
teriiletekhez viszonyitva szdmoltam ki az ismeretlen mintdk fémion

koncentracioit.
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10. abra: Dionex IonPac CS5A kolonnan torténd elvalasztas PDCA eluenssel.
a) Salétromsavas mosas el6tti és b) megtisztitott eluatum kromatogramja.

A jelenlévé Zn?**-ionok 0,16 ppm-ig, mig a Fe3*-ionok 0,26 ppm-ig

hatarozhatok meg a modszerrel. A két emlitett atmenetifém mellett a Cu?*

ionok is erdés versenytarsak a DOTA kelator jellési reakciokban'®, azonban a

modszerrel nem tudtuk elvalasztani a Zn®* ionokt6l, de mindkét fémion

jelenléte kizarhat6, ha 8-9 perc kozott nem detektilhatd csucs. Szamos

atmenetifémion kimutathat6 alacsony LOQ értékekkel (5. tablazat).
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5. tablazat: Meghatarozasi hatarértékek a vizsgalt fémionokra.

Fémionok LOQ (ppm)  tr (perc) ¢ (ppm) Rs
Bi® 8,85 5,32 1,0 -
Fe3* 0,26 6,56 0,5 0,89
Zn? 0,16 8,52 0,5 1,43
Cu* 0,13 8,87 0,3 0,26
Ni%* 1,39 9,48 1,0 0,80
AR 1,17 9,69 1,0 0,25
Pb?* 0,31 9,75 1,0 0,04
Co** 0,13 9,96 1,0 0,15
Cd?* 0,33 10,41 0,3 0,33
Mn?* 0,10 17,57 1,0 5,17

Az alapvonal hosszl tavi megfigyelése (11. abra) azonban jelentds zajt
mutatott, amely a rendszer alapos ekvilibralasaval csokkentheté volt, de
teljesen megsziintetni nem lehetett. Igy a retencids idékben mutatkozé kis
kiilonbségek az alapvonal instabilitasaval egylitt nem tették lehetévé minden
esetben az egyes csucsok egyértelmii azonositasat, azonban a csticsok hianya

jol jelezte a minta tisztasagat.
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11. abra: Atmeneti fémionok elvalasztasa kolonna utani szarmazékképzéssel.

A médszerrel elfogadhatd, Rs=1,43 felbontés értéket kaptunk a Fe®* és

Zn?* ionokra nézve (12. 4abra), de mas, potencidlisan zavaré fémionok
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(pl. Cu?*, APP") esetében az elvalasztas nem volt megfeleld. A besugarzast
kovetden a [**Sc]Sc** mintak atlagos Fe** tartalma 0,61 ppm, mig atlagos Zn%*
tartalma 1,40 ppm volt. Az alapos sosavas €s salétromsavas tisztitast kovetden
mennyiségiik jelentésen lecsokkent, Fe** esetében atlagosan 0,05 ppm, mig
Zn?* jonokra nézve 0,09 ppm fémionkoncentraciét detektaltunk. Az eljaras
képes volt igazolni a radiofém mintak alacsony atmeneti fémion tartalmat, de
nem tette lehetévé a pontos mennyiségi meghatdrozast nagyon alacsony

koncentracioknal.
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12. abra: [*Sc]Sc® eluatumok vizsgalata.

A modszer jol alkalmazhat6 elére dsszegyiijtott nagyobb szdmu minta
mérésére, azonban a rendszer el6készitése hosszadalmas és a szokasosnal
Osszetettebb. A folyadékkromatografias rendszer a kis aramlasi sebesség miatt
kialakul6 alacsony nyomasa miatt érzékeny a nyomasingadozasokra, hosszan
tartd ekvilibralas ellenére gyakran jelentds alapvonal eltolodas és stabilitasi
problémak tapasztalhatoak. Az eluens- és a reagens is oxigén érzékeny, igy
elkészitésiik és tarolasuk is inert koriilményt igényelt, ehhez hélium gazt
alkalmaztunk. Eredményeink alapjan ennek a modszernek az alkalmazasa a
rovid felezési idejli izotopok rutin minéségellenérzésére nem javasolt, de jol

hasznalhato a tisztitasi eljarasok fejlesztése soran.
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5.2.2. Kolonna elotti szarmazékképzés

Az oszlop utani szdrmazékképzés soran tapasztalt nehézségek elkeriilése
érdekében a mintdk vizsgdlatdhoz kolonna el6tti komplexképzdt alkalmazé
modszert fejlesztettiink. A minta injektalasa elott ugyanazt a szarmazékképzési
reakciot alkalmaztuk, mint az elézdekben leirt modszer esetében. Célunk a
legfébb szennyezd fémionok, mint Co?*, Fe%*, Cu?* és Zn?* meghatarozasa
volt. A felsorolt atmenetifémionok kozil az els harom esetében a kialakult
fémion-PAR komplexeket forditott fazist oszlopon (LiChrospher 100 RP-18)
foszfat puffer-metanol tartalmt eluenssel valasztottuk el egymastol (6.

tablazat).

6. tablazat: Atmenetifémionok meghatarozasa kolonna eldtti szarmazékképzéssel.

Komponens LOQ (ppm) tr (perc) ¢ (ppm) Rs
Co? 0,004 4,14 4,91 -
PAR - 7,19 - 6,54
Fe®* 0,1 8,12 33 1,33
Cu* 22,33 9,50 52,96 1,78

Mivel Fe*" ion folyadékkromatografias modszerrel valdo meghatarozasa
JO egyezést mutatott az ICP késziilékkel meghatarozott eredményekhez képest
(7. tablazat), igy a nemzetkozi iranyelvek alapjan torténd validalasat is

elvégeztiik csak PAR és Fe3*-ionokat tartalmazé minta hasznalataval.

7. tablazat: Radioaktiv mintak Fe®* tartalmara kapott eredmények dsszehasonlitasa
ICP-vel és oszlop el6tti szarmezékképzéssel.

c(Fe®*") ppm

Mintak
ICP HPLC
07.02 0,39 0,41
07.01/2 0,41 0,30
07.01/1 0,39 0,24
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A feleslegben maradt PAR reagens 6,1 perc retencios idével elualodott, mig az
6t kovetd Fe?*-PAR komplex 7,8 perces retencios ideje révén a két csiics
alapvonalon torténd elvalasztasaval a felbontas Rs=3,09-nek adddott 530 nm
hullamhosszon torténd detektalassal. A 13. abran lathato linearitas vizsgalatra
kapott R?=0,9981 0,5-10 ppm koncentraciétartomanyban. A médszer LOD és
LOQ értékét a zaj (32 uV) 3,3 és 10-szeresének vett értékébol szamoltuk a

csticsmagassag-koncentracio linearitds  vizsgalatnal kapott egyenletet

alkalmazva.
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13. abra: Linearitas vizsgalat kromatogramja.

A robusztussdg meghatarozasa sordn a két csucs kozotti felbontas
értékeket vizsgaltuk 0,6 — 0,8 — 1,0 mL/perc eluens aramlasi sebesség mellett.
A modszer validalasi eredményeit a 8. tablazat foglalja Gssze, amelyben
lathat6, hogy minden vizsgalt paraméter megfelelt a kovetelményeknek.

Azonban ezzel a modszerrel a ciklotronnal eldallitott ®®Ga masik fontos
vizsgéalanddé nem radioaktiv szennyezd fémionjat nem sikeriilt detektalni. A
Zn*-ion azonnal szilard csapadékot képez a PAR reagenssel, igy

folyadékkromatografidsan nem vizsgalhato.
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8. tablazat: Validalasi eredmények 6sszefoglalasa.

Validalasi paraméterek Eredmények  Kovetelmények
Specifikussag 3,09 >1,5
Szelektivitas 3,09 >15
Precizitas 0,25-0,47% <5%

LOD 0,03 <10 ppm
LOQ 0,1 <10 ppm
Linearitas (csucstertilet) 0,9981 >0,99
Linearitas (csicsmagassag) 0,9974 >0,99
Tartomany 0,5-10,0 ppm <10 ppm
Robusztussag 2,42 - 3,09 >1,5

5.2.3. Kolorimetrias fémmeghatarozas

A fémionok még konnyebb és gyorsabb kimutatisa érdekében
szinreakcion alapuld gyorstesztet fejlesztettiink ki, ezzel is roviditve az
eléallitott radiofémek mindségellendrzésének idejét. A Kis mennyiségi
atmenetifém-ionok (Fe3*, Zn%*, APP*) jelenlétét kereskedelmi forgalomban
kaphat6 kolorimetrias tesztekkel is vizsgaltuk. Ezek a vizsgalatok egy fém-
festék komplex szelektiv kialakulasan alapulnak. Az egyes fémreagensek
zavard fémionok jelenlétében vald hasznalatit az teszi lehetdvé, hogy
kiillonb6z6 maszkiroz6 reagenseket is tartalmaznak, melyek szintelen
komplexeket képeznek a zavard ionokkal, igy ndvelik a szelektivitast. A
kereskedelemben kaphatd kolorimetrids tesztek f6 hatranya, hogy nagy
térfogati mintat igényelnek, amit radioaktiv mintak vizsgalatakor csékkenteni
kell. Az eredeti szindsszehasonlitdsi modszer nem teszi lehetévé a vizsgalt
oldat térfogatanak csokkentését az érzékenység romlasa nélkiil. A 14. 4bra bal
oldalan példaként lathaté az eredeti mennyiségeket hasznald Al**-ion
kimutatasara szolgalo receptura €s hozza a szinkartya, mig a kép jobb oldalan
a mar altalunk csokkentett térfogatii kalibralé6 mintdk, melyeket a szinskala

mellé helyezve a megfeleld koncentraciot jelold szinhez rendeltiink.
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14. abra: MQuant 1.14413.0001 aluminium teszt eredeti modszere és az altalunk
csokkentett térfogati mintak szinegyezése a megadott skalaval.

Ezt a kolorimetrids modszer vizualis kiértékelésérdl miiszeresre torténd
megvaltoztatasaval lehet kikiiszobolni, példaul UV-VIS detektalassal. Igy
csokkentettiilk a minta- és reagenstérfogatot (3. tablazat), majd a mintakat a
HPLC-UV detektorba injektaltuk kolonna jelenléte nélkiil. A bemutatott AI3*-
ion jelenlétét kimutatod teszt hatranya azonban a tobb maszkirozo reagens
alkalmazésa miatti id6igény mellett, hogy az oldat kialakul6 szine par percig
tartds csupan, utana elszintelenedik, emiatt nem lehet tobb mintat egyszerre
elokésziteni a méréshez. Az aluminium mellett a cink-teszt is hasonléan
Osszetett, ezért probaltuk egyszerlisiteni a fémionok kimutatisara szant
modszert. A radioaktiv mintdk fémtartalmdnak meghatarozasara a
kereskedelmi forgalomban elérheté kolorimetrias tesztek mellett PAR- és
xilenolnarancs reagensek elvalasztas nélkiili hasznalatat is vizsgaltuk. A PAR
és a kialakuld fémkomplex oldatbeli szine er6sen pH fiiggd, igy fontos volt a
megfeleld toménységl puffer alkalmazasa. Ebbdl a célbél 1 M pH 6,5 AmAC
puffert alkalmaztunk, ami a ciklotronnal eldallitott 2 M-os sésavban 1év6 8Ga
mintdkat is a megfeleld pH tartomanyban tartotta. Ezt Duotest tipust pH 1-12
tartomanyu, egész pH érték szerint skalazott indikatorpapirral ellendriztiik. A
kromatografidss modszereknél alkalmazott 2,8 mM kiindulasi toménységi
nehezen lathaté a kialakuld komplex szine. A tdrzsoldat higitasaval viszont
mar a szinte szintelen/ halvany sarga szinli oldatban konnyen lathato volt a

megjelend rozsaszin szinvaltozas. A megfeleld Osszetétel megtaldlasahoz
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(9. tablazat) a kiindulasi 2,8 mM koncentracioji PAR térzsoldatbol 100 uL
térfogatot higitottam 1380 pL puffer oldattal, majd 10 pL 100 ppm
kimutathat6 vas ion koncentraciot, a mar meghatarozott lehet6 legkevesebb
oldatban jelenlévé PAR mellett. UV detektorral meghataroztuk, hogy a
kelatképz6hoz képest 2 ekvivalens Fe®*-ionnal mar telitésbe hajlott a

komplexképzddés 490 nm-en, 10 ppm Fe®* koncentraciodig (15. abra).

srer

PAR (uM) | 186,67 1867 933 7,47 560 373 1,87
Fe(ppm) | 067 067 067 067 067 067 067

A kalibracios gorbe linearisnak mondhaté (R?=0,9993). Az LOQ Fe**-ion
esetében fotometrias detektalassal 0,21 ppm volt, illetve szabad szemmel is ez

a koncentracio volt az, amelyet még jol lehetett latni.

15. 4bra: A mintaoldatok a kovetkezéek voltak:1) 0,6 ppm Fe3* oldat PAR nélkiil —
szintelen. 2) csak PAR oldat. Komplexek: 3-4) 0,001 — 0,01 ppm — halvany sarga. 5-
8) 0,02 — 0,08 ppm — halvany narancs. 9-11) 0,2 — 0,6 ppm — rozsaszin.

Zn?* ionok meghatarozasara xilenolnarancsot alkalmaztunk, ami 0,01 M
HCl-oldatot tartalmazé mintakban (LOQ: 0,61 ppm, R?=0,9996) sikeres volt
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(16. abra), azonban nagy sésavkoncentracio esetén (2-5 M HCI) nem kaptunk
megfeleld eredményt. Annak ellenére, hogy a mintakat nagy feleslegben
pufferrel semlegesitettiilk, a xilenolnarancs spektruma eltolodott, ami az
abszorbancia csokkenését okozta a vizsgalt hullamhosszon, ami valosziniileg
a klorid-anionok jelenlétének koszonhetd. Emiatt a modszer hasznalata csak
kis HCI koncentracidju mintakra korlatozodott, igy a tisztitott [*®Ga]Ga®*
mintak maradék Zn**-tartalméanak vizsgélatara is hasznalhato, de a tisztitasi
folyamat kozbensé mintainak ellenérzésére nem alkalmazhat6. Hasonl6 zavart
tapasztaltunk a mintaban 1évé egyéb atmenetifém-ionok (Fe3*, Cu?")
jelenlétében 1 ppm-nél nagyobb koncentracioban. Ezt is figyelembe kellett
venni, amikor xilenolnarancsot akartunk hasznalni  Zn** ionok
meghatarozasihoz. Ennek megfeleléen a Fe*'- és egyéb zavaro atmenetifém-
ionok jelenlétének kizardsdra elészor a PAR tesztet (oszlop eldtti
szarmazékképzés vagy kolorimetridas meghatarozas) kellett alkalmazni, majd

ezt kOvette a xilenolnarancs teszt a radioaktiv mintak Zn?*-tartalméanak

meghatdrozasara.
¥ J =
Yo ‘\t.v' Q
< . ;‘-‘.
L s ~)
2 &
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16. 4bra: A baloldali képen a PAR oldat 0, 5 és 10 ppm Fe?** okozta szinvaltozasai,
mig a jobboldali képen a xilenolnarancs oldat szinvéltozasa 0, 5 és 10 ppm Zn?*
hatésara.

A vizsgalt kolorimetrias reagensek (10. tablazat) kis ppm tartomanyban
hasznalhatoak fémionok meghatarozasara, de eredményeink alapjan a tisztitott

[8Ga]Ga®* oldatok tipikus Fe®*- és Zn?' tartalma az LOQ érték alatt volt,
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koszonhetéen az ultratiszta vegyszerek alkalmazasanak és az alapos tisztitasi

1épéseknek.
10. tablazat: A vizsgalt modszerek 6sszehasonlitasa.
Reagensek Moédszerek le.s gilt Tartomany 1.OQ Zavaré fémionok
fémionok (ppm)  (ppm)
kolonna-uténi ks g5 19 0,08 .
szarmezekképzés
PAR kolonna-elétti ks 3 95100 0,10 i
szarmezékképzés
. . Cu2+ Ni2+ Ga3+
3+ _ ) ’ y
kolorimetria Fe 150-11,0 0,21 Bi** Co*, Cd?*
Triazin 2% 34 2%
szarmazék | kolorimetria Fe* 150-130 062 OO0 SrCU%
Ni<*, Pb
(Merck)

Xilenolarancs

Tiocianat
(Merck)

Krém azurol S
(Merck)

kolorimetria

kolorimetria

kolorimetria

2+ 12+ 3+
Zne* 150-200 o061 CYNITFe,

Co?%, A3
2+ 3+ 12+
zn?*  10-200 o020 CYoFETNIT
Pbh?%*,
Ag+, C02+, Cr3+,
AlR* - 0,04 Cu?, Fe®*, Mn%,

Pb?*, Sn%*, Zn?
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5.3. Folyadékkromatografias modszerek kidolgozdsa

A ciklotronnal eldallitott, radioaktiv- €és inaktiv fémionszennyezoktol
megtisztitott [*Sc]Sc3, [®Ga]Ga®" és [P’Mn]Mn?* radiojelzési reakcidinak
kovetésére folyadékkromatografids modszer kidolgozasa volt a munkank
kovetkezd célkitlizése, mivel az irodalomban alig talalhato példa a szabad
fémionok és a beldlik képz6dé komplexek elvalasztasara. Gyakoribb a
vékonyréteg kromatografia alkalmazasa, amely gyorsasaga és egyszerlisége
miatt kozkedvelt, azonban a megfeleld elvalasztasi koriilmények megtalalasa
sokszor nehézkes a kereskedelemben elérhetd kormatografias allofazisok
(ITLC-SG, Kieselgel és kromatografias papirok) és eluensek (s6- vagy puffer
oldatok) korlatozott szelektivitdsa miatt. A vékonyréteg kromatografis
eljarasok  hatrdnya, hogy nem automatizadlhatbak ¢és a mérések
reprodukalhatosaga alacsonyabb igy Osszehasonlitd  méréssorozatok
végrehajtasara kevésbé alkalmas.

Altalanosan  alkalmazhat6  folyadékkromatografidss ~ modszereket
dolgoztunk ki kiilonféle ioncserél6-, forditott fazisu- és kevert tipusa
allofazisra (Adsorbosphere XL SCX, Obelisc R és N, Coresep S és 100,
Kinetex XB-C18) radioaktivitas detektorral kapcsolt Waters Acquity UPLC I-
Class rendszeren, amelyek lehet6vé teszik a fémizotopokkal jeldlt szabad és
biomolekularis konjugalt kelatképzok kimutatdsat. A modszerfejlesztések
soran minden esetben DOTA kelatképz6t hasznaltuk modellvegyiiletként az
eloallitott fémizotopok tisztasaganak €s reaktivitasanak Osszehasonlitasara, a
reakcioelegyeket analitikai oszlopokra injektaltuk a radiokémiai hozam

meghatarozasara.
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5.3.1. HPLC mddszer fejlesztése [**Sc]Sc®*  radiojelzési reakcidinak

kovetésere

A modszerfejlesztést a hosszabb felezési idejii [*Sc]Sc®* nukliddal
(t12=3,97 ora) Adsorbosphere oszlopon kezdtiik el egy, a kutatocsoportban

mar hasznalt gradiens modszer alkalmazasaval (11. tablazat).

11. tablazat: Eredeti modszer gradiens programja.

t(perc) A% B% | A:1,72 M NaClO4, 0,1 M Oxalsav
0 0 100 | B:viz
4 0 100 | A=254 nm
6 1 99 aramlési sebesség: 1 mL/perc
7 100 0
12 100 0 to(perc, KNO3): 1,243
14 0 100 | tr(perc): 7,714

Az altalunk hasznalt szabad radiofémek hard jellegtiek, igy figyelembe kellett
venni a feliileti adszorpciojukat, ugyanis jelentds mennyiségii radiofémion és
igy vele egyiitt radioaktivitas képes kitapadni a kapillarisok falara, kolonnakra,
ami meghamisithatja a mérési eredményeket. Emiatt minden esetben kiilon
kisérletben vizsgaltuk az adott fémion kitapaddsdnak mértékét a
kromatografias rendszeren. Bizonyos esetekben nem is elualodott le a
kolonnarol a folinjektalt aktivitas. Eluensként ezért mindig valamilyen sav- és
sooldat elegyét alkalmaztuk. Ez altalaban hangyasav vagy oxalsav, illetve
natrium-perklorat vagy ammonium-acetat volt. Az oxalsav jelenlétében
keletkezé oxalat komplexek kitapadasa sokkal kisebb mértékii volt. Jelen
modszerrel azonban a rendszer nyomdasesése meghaladta a 10.000 psi értéket,
valamint a tul tdmény oldat hasznélata miatt masnapra sokivalas jelentkezett.
fgy a mozgofazis Gsszetételét sziikséges volt higitani, illetve a tovabbi mérések

soran nem alkalmaztuk a PDA detektort, 6vva az esetleges kivalasok okozta
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meghibasodasoktol. Ezt azért is tehettik meg, mert radioaktiv mintak
vizsgalatakor jellemzéen nem is detektalunk csucsot az UV kromatogramon,
igy nem jelentett problémat csak az RA detektor hasznalata.

12. tablazat: A mozg6fazis dsszetétel hatisanak vizsgélata a szabad [*Sc]Sc®*

c ey

2907 t(perc) A% B%
0 0 100
2 0 100
2007 3 00 0
6 100 0
7 0 100
1.50+
2
1.00+ o Y
0.50+
0.0+
O.OQI H ‘Ibﬂ‘ o ‘ZIOOI o ‘3.‘00‘ ‘l ‘4.50‘ o ‘5.=30| Y ‘6.‘00‘ H ‘7.IDCI‘ o ‘B.bO‘ Y ‘9.:30‘ n ‘10|.00‘ II ‘11!00‘ ‘
Mnutes
Eluensek 1. 2. 3. 4, 5. 6.
NaClO4 (M) 1,72 1,32 1,32 1,32 1,0 1,6
Oxalsav (M) 0,1 0,04 0,077 0,1 0,077 0,077

A 12. tablazat tartalmazza a vizsgalt eluens Osszetételeket. A
kromatogramon lathatd, hogy a [**Sc]Sc* retenciés ideje minden esetben
atlagosan 3,677 percnek adddott, mig az elsd, kiszélesedett csucs 1,843 percnél
eludlodott az oszloprol. A kiinduldsi gradiens modszerhez képest az elért
kisebb retencids idoket az dbran feltiintetett gyorsitott eljaras révén kaptuk. A
sO- vagy savkoncentracio nem volt jelentds hatassal a csticsszélesség értékekre
sem, igy a 3. eluens Osszetétellel, mint a vizsgalt tartomanyok kdzbensd
NaClOs és oxalsav koncentraciokat tartalmazé mozgodfazissal haladtunk
tovabb. A kromatogramokon rendre jelentkez6 elsd csucs a nyers [*4Sc]Sc®*
minta szennyezdje, vagy kolloid formaja, ugyanis a frakcionalt tisztitast

kovetéen nem jelentkezett a mérések soran. Vizsgaltuk a kolonnan és a
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rendszeren kitapadt radioaktivitas mértékét is: az injektalasok elétt és az
elvalasztas utan Osszegyljtott mintdk radioaktivitds értékét gamma
szamlaldval, a bomlaskorrekciot figyelembe véve hatidroztuk meg. Natrium-
perklorat esetében ez a visszanyerés csupan 77,6% volt, ezért a 13. tdblazatban
szerepld sok alkalmazasaval is meghataroztuk a visszakapott aktivitas

szazalékokat.

13. tablazat: Radioaktivitas visszanyerése a kolonnardl kiilonboz6 s6oldatok
hasznalataval 0,077 M oxalsav mellett.

Eluensek c (M) Visszanyerés (%)
KNO; 1,32 99,4
NaNOs 1,107 97,9
AmAc 1,32 89,7
NaAc 0,94" 83,8
NaClO, 1,32 77,6

“Telitett oldat koncentracidja

Azonos savkoncentracio mellett a legjobb 99,4%-o0s eredményt KNOs3
alkalmazaséval értiik el. A kialakult végleges modszert alkalmazva a 17. abran
lathatd [*Sc]Sc-DOTA és a szabad [*Sc]Sc®" sikeres elvalasztisa
Adsorbosphere XL SCX oszlopon UPLC késziiléket hasznalva.

1400 t(perc) A% BY%
] 0 0 100
mxr: § (45e]5e 2 0 100
4 ™ SC[DC
oo L e w0
soo] [SeISc-DOTA e 7 0 100
B \ 1 A+ 1,32 MKNO,,
600 \ [ 0,077 M Oxalsav
1 \ [ B: viz 1 mL/perc
4001 © !
1 \ 3 |
N N \
U,D‘ o ‘IIDUI o ‘2:)0' o ‘3‘(]]' t I4IDGI o ‘S‘UU‘ n ‘6{]]‘ o ‘T‘Dﬂ‘ o ‘Bi‘:ﬂ‘ ' IEN‘)U‘

Minutes

17. abra: [*Sc]Sc-DOTA és a szabad [*Sc]Sc?* elvalasztasa UPLC-vel.
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A modszert sikeriilt hagyomanyos HPLC késziilékre is atiiltetni
(18. abra), amelynek célja a szélesebb korben torténd felhasznalas volt. A
mérés ideje 10 percrdl 15 percre nétt a rendszer nagyobb gradiens térfogata
miatt. Vizsgaltuk a modositott modszer linearitasat [*/Sc]Sc-DOTA-val, a
meghatarozott LOQ érték 0,89 kBg-nek adodott. A vizsgalt reakcidelegyek
atlagos aktivitas értéke 0,05-1 MBq tartoméanyban voltak, melybdl rendszerint

5-15 pL térfogatot injektaltam.

L t A% B%
300003 q (p(?m) 0 100
[*Sc]Se* 4 0 100
250.00 |
| 5 100 0
| 10 100 0
1 r44gaTge. \1 ‘
20000]  [#3¢]Se-DOTA B " o 100
LI || A1 1,32 MKNO,
: \ [ 0,077 M Oxdlsav
‘ [ B: vi 1 mLj
10000 \ _ (o viz mL/perc
2
50.00 n
0007 ‘ 2.00 ‘ ' 4.00 ‘ G(I]D S,éﬂ ‘\O‘GD 12I0D 14IUD

Minutes

18. abra: A kidolgozott modszer atiiltetése hagyomanyos HPLC késziilékre.
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5.3.2. HPLC mddszer fejlesztése [®Ga]Ga’* radiojelzési reakcidinak

kovetésere

A [%Ga]Ga* (t1,=67,71 perc) fémizotop és a vele megjeldlt
ligandumokat az Adsorbosphere kolonnan nem sikeriilt elvalasztani, a szabad
radionuklid nem elualédott le az oszloprol, irreverzibilisen megkdt6dott rajta.
Oxalét jelenlétében a %®Ga széles, erdsen tailing-es csticsban elualodott. A
cstcsalakot toményebb eluens alkalmazasaval sem sikeriilt javitani. A
madszerfejlesztéshez igy tobb ioncseréld kolonnat is teszteltiink: Obelisc R és
Obelisc N, Coresep S és Coresep 100 elnevezési allofazisokat. Tolteteiket
tekintve mind ioncseréld oszlopok, azonban két csoportra bonthatéak az dket
alkotd szemcsék tipusatol fiiggden. Az Obelisc kolonndk kevert moédu
allofazisok, mig a Coresep oszlopok mag-héj szerkezetliek is egyben. A
19. abran lathatdo példa a kevert modu allofazis sematikus felépitésére,
miszerint mind tartalmaznak pozitiv és negativ toltésti csoportokat, koztiik
pedig hidrofil vagy hidrofob tulajdonsagi szénldncok helyezkednek el

lehetdve téve igy a tobbszords kolesonhatasok kialakuldsat.

Obelisc N
(SIELC)

hidrofil kitések

negativ téltésl csoport pozitiv toltésl csoport

19. abra: Obelisc N kolonna kevert modu allofazisa.

Az emlitett analitikai oszlopok mindegyikén vizsgaltuk a [*8Ga]Ga-DOTA és
a szabad [*®Ga]Ga®*-ionok elvalasztasat UPLC rendszeren a 14. tablazatban

feltiintetett 1-5. sorszamu modszerekkel.
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14. tablazat: Modszerek 6sszefoglaldsa kevert moda kolonnékra.

Eluensek™ mL/ tr (perc)
perc Gradiens modszer . 5 [®Ga]Ga- Rs
A B [FGalGa™ * hoTa

95-30%A 3 perc alatt, 30% 4

1. Oxalsav NaClOs 0,8 percig, 30-95% 0,1 percen 0,555 - -
beliil
95-30%A 3 perc alatt, 30% 2

2. Oxalsav NaClO. 0,6 percig, 30-95% 0,1 percen 0,735 - -
beliil
98-30%A 3 perc alatt, 30% 2

3. Oxalsav. AmAc 0,6 percig, 30-98% 0,1 percen 1,156 4,000 4,64
beliil

100%A 2 percig, 100-30%
4. Oxalsav. AmAc 0,6 1 percalatt, 30% 1 percenat, 0,819 0,905 -
30-100% 0,1 percen beliil

0%A 2 percig, 0-100% 1

Oxalsav .
5. -AmAc Viz 06 Perc alatt, 100% 2 percig, 5,5 1,055 3,20
i 100-0%
0,1 percen beliil
Oxalsav 0%A 1,5 percig, 0-100% 0,5
6. : AmAc Viz 0,6 perc alatt, 100% 2 percen at, 2,974 0,79 5,89
=11 100-0% 0,1 percen beliil

*Oxalsav (0,01 M, pH 3,0), NaClOs (1,72 M), AmAc (1 M, pH 4,0)

A moédszer kidolgozisa soran kezdetben a szabad [®Ga]Ga®* alig
rendelkezett visszatartassal. A mddszer a jel6ld fémion €s a jelzett komplex
kozott nem adott megfeleld felbontast, a cstcsok atfedtek. Kelatorként itt is a
széleskorben elterjedt DOTA-t alkalmaztuk, ami egy kiilondsen jo
komplexképzé makrociklusos ligandum??®. A gradiens véltoztatdsaval (5.
modszer) megfordult az elucids sorrend, a szabad fémion mar joval nagyobb
visszatartasu, jol elkiiloniilt a jelzett DOTA komplextdl. Az el6z6 gradienshez
képest (4. modszer), itt kezdetben nem tartalmazott az eluens ammonium sot,
csak a 2. perctél kezdédéen, ami igy késébb elualta a radiofémet. Végiil
sikeriilt egy olyan modszert kifejleszteni, mellyel tobb [8Ga]Ga®* izotoppal
jelolt vegyiilet is elvalaszthatd volt egymastol (20. abra), ezen fémkomplexek
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felbontasa 2,51-nek adodott az Obelisc N kolonnan. Mind a két vizsgalt

ligandum makrociklusos alapvazu.

] [68Ga]Ga-NOTA § t(pere) A% B%
it T 0 0 100
: \ (i 2 0 100
20 I 3 100 0
: [%:Ga]Ga-DOTA g P 6 100 0
a|sa- o~ |
L U [GalGa® & 6.1 0 100
£ i | A: 1 MKNO;,
100 . I 0.01 M Oxélsav
. [ B: viz 1 ml/perc
050 | | | (M
o PO RWER ] i YO
0. W.E)O‘ 2.{:0‘ 3.‘00‘ o ‘4.[‘:0‘ ‘ ‘S.EI)I o ‘6(‘)0‘ o I?.‘CO‘ o ‘E.‘OOI o ‘9.‘(}0‘ T
Mnutes

20. abra: Az 5. eljarassal elért elvalasztas Obelisc N kolonnat alkalmazva.

Az elvalasztast a Coresep 100 kolonnan is sikeriilt elérni (21. abra), itt a mérés
ideje rovidebb volt (kedvezve a radiokémiai vizsgalatoknak), hiszen maga a
kolonna hossza 5 cm, ellentétben a 15 cm-es Obelisc N-nel, valamint a t6ltet
szemcsemérete is fele akkora, mint a masik esetben. A két jelzett fémkomplex
kozotti felbontas 1,71-re csokkent, azonban még eleget tesz az altalanosan

elvart 1,5-6s értéknek.

14.00

. § tiperd) A% B %
., [#0aceDOTA = o
! \ \ 15 0 100
\ A [6*Ga]Ga-NOTA 2 00 0
1000 \ I\ 4 100 0
\ | \ 41 0 100
\ | A- Oxdlsav (0,01 M, pH3) -
800 \ o \ | £ AmAc (IMpH4) =11
. VR ‘ \ Bk 0.6 mLiperc
E Vo \
600 \ 4 [
Nl -+
400 ‘| \ ‘ \‘ [%GalGa*
AU \
\
200 t,= 0,728 perc | \ ! \ ,A\\
SN YA
SR BN L e
———— T
000 050 100 150 200 250 300 350 400 450
Mnutes

21. abra: [%Ga]Ga-komplexek kromatografias elvélasztisa a 6-os modszerrel
Coresep 100 kolonnan.
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Minden radionuklid esetében figyelembe kell venni a feliileti adszorpciot,
mivel jelentds aktivitas tapadhat ki a kapillarisok falara és az oszlopra, ami
téves eredményt ad. Ezen okbol vizsgaltuk a szabad [®3Ga]Ga®* injektalasanak
ismételhetéségét (22. abra) és a kolonnar6l vald visszanyerését (15. tablazat).

A retencids idok szorasa 0,011-nek adodott, RSD%=0,36.
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22. abra: [*®Ga]Ga**-ion retencios idejének precizitas vizsgalata.

A [*®Ga]Ga®**-ot tartalmazo mintak aktivitas értékeit injektalas elétt gamma
szamlaloval hataroztuk meg, majd attol fiiggetleniil, hogy a mérés kolonnéval
vagy anélkill tortént meg az injektalt térfogatokat a rendszeren athaladva
egyeseével 0sszegylijtottiikk és tjra megmértilk a gamma szamlaloval. Az igy
kapott aktivitas értékeket a bomlaskorrigalt kezdeti értékekkel Osszevetve
hataroztuk meg a visszanyerés mértékét vizsgalva az injektalt térfogattol valod

fliggését is (15. tablazat).
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15. tablazat: Radioaktivitas visszanyerésének vizsgalata.

Injektalt

té(ri%g)at Meérés modja akti\sziztzlsn(ol\l/ﬁ Bq) Mer(tl\;lét;\)utas Visszanyerés%
kolonna nélkiil 0,26 0,26 98,2
50 0,26 0,24 92,5
' Coresep 100 0,25 0,24 97,3
0,23 0,22 94,9
atlag 949
RSD% 2,53
kolonna nélkiil 0,044 0,042 95,3
10 0,043 0,042 97,2
' Coresep 100 0,041 0,040 97,5
0,039 0,038 97,4
atlag 97,4
RSD% 0,16

5.3.3. HPLC mddszer fejlesztése [P’MN]Mn** radiojelzési reakcidinak

kovetésére

A [*?Mn]Mn?* (t12=5,59 nap) radionuklid  reakcidinak
folyadékkromatografias kovetését Kinetex XB-C18 analitikai kolonnan
végeztilk (16. tablazat). Ebben az esetben elég volt az oxalsav helyett
hangyasavat hasznalni eluensként, mivel kelatképz6 tavollétében sem

tapasztaltuk a radioaktivitas kitapadasat sem a rendszeren, sem a kolonnan.

16. tablazat: [’Mn]Mn? radiojelzésének kovetésére kidolgozott modszer gradiens

programja.
t(perc) A% B% | A:90% ACN
0 0 100 | B: 0,1% Hangyasav
1 0 100 | aramlasi sebesség: 1 mL/perc
2 100 0
3 100 0 tr([®**Mn]Mn?*): 0,561 perc
31 0 100 | tr([**Mn]Mn-ligandum*): 2,589 perc

*ligandumok: DOTA, NO:BzPC,A, BP:A, NO:BzPCTA, PC2A, CDDADPA,
NO>BzNOTA, OPC2A, NO,BzDOTA, EDDADPA, HXTA.
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9.4. Radiojelzési reakciok optimalizdldsa

5.4.1. Elektroforézis vizsgalatok

Uj kelatorok radiojelzésének vizsgalata soran szamos esetben problémat
okoz a reakci6 kovetésére alkalmas kromatografias elvalasztas kidolgozasa. A
TLC-s elvalasztasok soran az alkalmazhatd allofazisok kis szama (iTLC,
celluloz, szilikagél, RP szilika) erdsen korladtozza az alkalmazhat6
kromatogarfids modokat. Gyakran nehéz eldonteni, hogy adott koriilmények
(pH, ionerdsség, potencidlis komplexképzok jelenléte) kozott a radiofém
milyen forma(k)ban van jelen. Emiatt megvizsgaltuk az elektroforetikus
elvalasztds alkalmazhatosagat is radiofémekkel torténd jelzés soran. A
kapillaris moddszereket az alkalmazott nanoliteres nagysagrendi minta
térfogatbol adodo detektéalasi problémak miatt elvetettiik, igy megprobaltuk a
fémionok papirelektroforézissel valo elvalasztasat.

A radiojelzési reakciok soran [**Sc]Sc* izotép alkalmazdsa esetén
szamos alkalommal a vartnal alacsonyabb radiokémiai hozamokat kaptunk,
igy kérdésként meriilt fel, hogy az eldallitott radionuklid milyen formaban van
jelen az oldatban. A szabad radiofémek, illetve a veliik képz6dott komplexek
toltésének gyors megallapitasara sajat elektroforézis késziiléket allitottunk
Ossze, amivel a megfeleld elektrolitoldatban fesziiltség hatdsara toltésiiknek
megfeleld irdnyba mozdultak el a részecskék. A modszer alkalmazhato
radioaktiv fémionok és komplexeik toltésének, szilard feliileteken torténd
kitapaddsanak és kromatografias viselkedésének tanulmanyozasara is.5"1%° A
vizsgalatok kiértékelését Radio-TLC szkennerrel végeztik el, de az
ionkromatografias elvalasztas soran hasznalt PAR festékkel is lathatova volt
tehetd a fémion, mely teljesen megegyezett a miiszeres eredményekkel. Az
elokisérletekhez %Ge/%®Ga generator sésavas elucidjaval nyerhetd [8Ga]Ga®*

hasznaltuk. A 23. abran lathatd, hogy 10 perc alatt 3 cm x 11 cm-es Whatman
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tipustt kromatografias papir kozepére cseppentett ®Ga 0,1 M u.p. HCI
elektrolitban 100 V fesziiltség hatasara Kisebb, hideg hordozo hozzaadasaval
nagyobb elmozdulast eredményezett. A szkandium viszont mar nehezebben
mozdult el, jobban megko6tédik a papiron, de minden esetben a negativ polus

iranyaba indult el, tehat kationos formaban volt jelen.

SGa ol " 68Ga + Ga*
< 0. 73 cm K 1,33 em
- + - +
4“Sc
¢ 0,11 em

23. abra: Ga** és Sc** fémionok fesziiltség hatasara torténd elektroforetikus
mozgékonysaganak (ue) vizsgalata

48¢ + Sc3*
i L73¢em

Az ionok elmozdulasat hosszabb mérési id6 vagy toményebb elektrolit oldat
alkalmazasaval sem tudtuk jelentésen ndvelni. Vizsgaltuk a [*Sc]Sc-

komplexeket is, ahol az andd iranyaba torténd elmozdulast tapasztaltuk (24.
abra).
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= [*4Sc]Sc-Oxalat
ool [F8¢2(C104)s]
| et 0,24 cm

" [*Sc]Sc-DOTA
M 0 cm

24. abra: [*Sc]Sc-komplexek toltésének meghatarozasa

A folyadékkromatografias elvalasztisokndl hasznélt eluensben 1évo
szabad [*Sc]Sc(C204)s> és a [*Sc]Sc-DOTA™ komplexek az anéd felé
vandoroltak, igy a toltés még alacsonyabb 0,01 M wu.p. HCI
elektrolitkoncentracié hasznélata esetén is negativ. A tisztitott **Sc mintak
Osszehasonlitd vizsgalata soran nem taldltunk eltérést az aktiv komponens
elektroforetikus viselkedésében eltérd jelzési hatasfok esetén sem, ez alapjan
arra kovetkeztettiink, hogy a jelzési hatasfok valtozasaért nem a *4Sc®*
oldatbeli formajanak valtozasa lehet a felelds. A vizsgalatok soran tapasztalt
kismértékli elmozdulas és a TLC szkenner alacsony térbeli felbontdsa miatt
tobbfele toltott részecskét tartalmazd mintdk komponenseinek elvalasztasara

nem tlinik alkalmasnak az eljaras.
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5.4.2. [*Sc]Sc®* izotdp radiojelzési reakcidinak vizsgdlata

A kromatografias  vizsgalatokkal parhuzamosan, vagy azok
elokisérleteként a reakciok kimenetelét Radio-TLC-vel is kdvethetjiik. Ennél
a modszernél azonban problémas a futtatoelegy helyes megvalasztasa, illetve
nem automatizalhato. A HPLC-s modszer kidolgozasaig azonban szdmos
reakciot vékonyrétegkromatografiaval kovettiink. A 3.2, fejezetben leirt
eldallitas utolso 1épése a DGA gyantarol torténd frakcionalt elucid, melynek
soran 1,5 mL-es Eppendorf csdvekbe altalaban 6 cseppet gyiijtottiink, amibdl
a radiojelzésre a legnagyobb radioaktivitassal rendelkez6 frakciokat
hasznaltuk fel. A 25. abran lathat6 egy adott besugarzasbol szarmaz6 frakciok
vizsgalata. A teljes aktivitas 752 MBq volt, melynek a tisztitast kovetéen
82,56%-at nyertiik vissza, ami megfelel az 4tlagos 75-85% aktivités

visszanyer¢si tartomanynak.
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25. abra: Nagyaktivitasu [“Sc]Sc®* besugarzas frakciondltan elualt mintdinak
radiojelzési hatékonysaga.

Reakciokoriilmények: 10 pL DOTA ligandum, 10 pL [*Sc]Sc®, 80 uL AmAc
(pH 4,0; 0,1 M), 95 °C, 5 perc.
Reakcio kovetése: Radio-TLC-vel, elvalasztas iTLC lapokon, futtatoelegy: viz.
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Legnagyobb aktivitasu az 5.-6. frakcid volt, a legmagasabb jelzési
hatasfokot a 3.-4. frakcional talaltuk. Ez alapjan azt feltételeztiik, hogy a
gyantarol 4Sc-ot kdvetden, attdl csak részlegesen elvalva kis mennyiségben
szennyezO atmeneti fémion(ok) eludlodnak, melyek az adott frakcidban a
jelzés soran a 4Sc®*-al versengve csokkentik a jelzési hatasfokot. A szennyezd
fémionokat ICP-OES technikaval nem sikeriilt egy esetben sem azonositani. A
késobbiekben a target készités és kioldas 1épéseit laminaris fiilkében végezve
a fent tapasztalt eltérések a jelzés soran megsziintek. Ezek alapjan
valdszintisithetd, hogy a jelzést zavard6 fémszennyezd a laboratérium
levegdjébol kertilt be és feltételezhetden vas volt.

Tobb kutatocsoporttal kialakitott egyiittmiikodés keretében szamos uj
kelatorhoz jutottunk hozz4a, melyeket az elsédlegesen vizsgalt radiofém mellett
MSc és %BGa jelzés soran is vizsgiltunk. A 26. dbran lathaté szamos kelator
[*4Sc]Sci*-mal végzett radiojelzésének radiokémiai hozama (95 °C, 5 perc, 10
uM kelator koncentracio). Jol latszik, hogy a piros és zold szinnel abrazolt
DOTA és NOTA szarmazékok kedvezbek a szkandium szamara, komplexei
kiemelkedden nagy stabilitastiak és inertségiiek®®**°. Azonban a szintén
makrociklusos ligandumok kozé tartozd, kék szinnel jelolt piklén vaza
szarmazékok esetén mar csak nagyon alacsony radiokémiai hozamot kaptunk.
Ennek az az oka, hogy ezeket a kelatorokat mangan fémionok megkdotésére
tervezték, SC3+-k0mplexeik stabilitdsa kisebb a makrociklus liregének mérete,
az alapvaz, a koordindcios szam és a donoratomok mindsége miatt. A sarga
szinnel jelzett, nyilt lanct kelatorok szamos fémionnal képesek komplexet
képezni, azonban stabilitasuk Kisebb, mint a makrociklus alapvaza

komplexeké.
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26. abra: Kiilonbdz6 alapvaza ligandumok radiokémiai jelzése [*Sc]Sc*-mal.

Reakciokorilmények: 80 uL AmAc (pH 4,0; 0,5 M), 10 uL kelator (100 uM),
10 uL [*Sc]Sc?, 95 °C, 5 perc zart Eppendorf cs6ben
Reakci6 kovetése: iTLC lapokon RadioTLC-vel, futtatoelegy: viz

Végiil a szemimakrociklusos AAZTA vegyiiletcsalad (fekete szinnel)
kiemelkedé eredményei megfelelnek az irodalomban kozodlteknek™. A
méréssorozatbol az igéretesebb ligandumok radiojelzésének
koncentraciofliggését a 27. abra szemlélteti. Az anyagmennyiség logaritmikus
csokkentésével az 1 pM kelator koncentracional mar jol lathato a kiilonbség a
ligandumok komplexképzésre vald hajlama kozott, melyek koziil a DOTA,
NOTA ¢s az AAZTA szarmazékok adtdk a legnagyobb radiokémiai

hozamokat.
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27. abra: A komplexképzodések koncentraciofiiggésének vizsgalata.

Reakciokoriilmények: 80 uL AmAc (pH 4,0; 0,5 M), 10 uL kelator, 10 uL [*Sc]Sc®,
95 °C, 5 perc
Reakci6 kovetése: iTLC lapokon RadioTLC-vel, futtatoelegy: viz

A 4.3.1-es fejezetben ismertetett 18. abran szerepld végleges,
hagyomanyos HPLC-re atiiltetett kromatografids modszerrel tobb jelzett
makrociklusos alapvazti komplex esetén vizsgaltuk az elvalasztas
megfeleldoségeét. A reakcioelegyek atlagos aktivitdsa 0,92 MBq volt 100 pL
Ossztérfogatban, melybdl minden esetben 10 pL-t injektaltam. A
radiofémkomplexek atlagos retencios ideje 1,940 percnek, mig a szabad
[#4Sc]Sc® elucios ideje 7,243 percnek adédott. A méréseket célszerii volt az
5 perces reakcididd lejarta utdn mihamarabb injektalni a rendszerre, mivel a
DOTA-, NOTA- és O-piklén szarmazékok komplexképzdodési reakcioja
szobahdmérsékleten ugyan joval lassabb iitemben, de tovabb folytatodott. igy
a késobb megmért mintdk magasabb radiokémiai hozamot mutattak az
azonnali radio-TLC-s eredményhez képest. A reakciok befagyasztasara
szamos kisérletet tettiink, de nem sikertilt a tervezett idopillanatra megallitani
azokat. Emiatt megvizsgaltuk a radiojelzési reakcioknak kozvetleniil az

injektalast megel6z0 automatizalt végrehajtdsanak lehetdségét. Az Alliance
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HPLC rendszer lehetdvé teszi a minta felszivasanak programozasat, vagyis
lehetséges két reagens (pufferelt kelator és radiofém oldat) egymast kdvetd
felszivasa az injektor loop-ba, majd a reakcididé letelte utan az elegy
injektalasa a kolonnara. Az AAZTA szarmazékok szkandiummal torténd
komplexképzddése szintén végbemegy mar szobahdmérsékleten, igy ezzel a
vegyiiletcsaladdal teszteltiik a rendszer ezen lehetdségét felhasznalva a mar
kidolgozott kromatografias modszeriinket (28. abra).

O—AAZTA —0—AAZTA-C4 —@—AAZTA-C9
100

© © ©]

Radiokémiai hozam %

0 20 40 60 80 100
Kelator koncentracié (uM)

28. abra: AAZTA szarmazékok komplexképzddési koncentraciofiiggése
szobahdmérsékleten automatizalt koriilmények kozott.

Reakciokorilmények: 5 pL. [AmAc (pH 4,0; 1 M) - 10 pL kelator=40:10],
5 uL [“Sc]Sc* Reakeid kovetése: HPLC, Adsorbosphere XL SCX kolonnan.

Az egyik mintatarto iiveg a radiofémion savas oldatat, mig a masodik az
oldatanak 40:10 ardnyt keverékét tartalmazta. A két komponensbdl 5-5 pL-t
szivtunk fel a loop-ba, majd 5 perc varakozasi id6 utan az eluens a kolonnara
juttatta a reakcioelegyet. A [**Sc]Sc-AAZTA mar a legkisebb 0,1 uM
ligandum koncentracio esetén is 87% f616tti radiokémiai hozammal képzddott,
mig a Cd-es é (C9-es szarmazékok feltehetben nagymértékii kitapadas

kovetkeztében szignifikansan kisebb mennyiségii komplexképzddést mutattak
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még 100 uM kelator koncentracié alkalmazasaval is. Vizsgaltuk, hogy van-e
szerepe a két injektalas sorrendjének, az el6z6 mérések soran ugyanis eldszor
a radiofémion oldata, majd a pufferelt ligandum keriilt a loopba. A magasabb
radiokémiai hozamot ad6 AAZTA kelator radiojelzésének idofiiggését a
29. abra szemlélteti. Az 1, 5 és 10 perces reakcididoket vizsgéalva az elért
hozamok kozel azonos nagysagrendiiek voltak, fliggetleniil az 6sszeinjektalas

sorendjétdl.
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29. abra: Az dsszeinjektalas sorrendjének vizsgalata és a [**Sc]Sc-AAZTA
képzddésének idofiiggése

Reakciokoriilmények: 5 uL [AmAc (pH 4,0; 1 M) - 10 uL 100 uM AAZTA=40:10],
5 uL [“Sc]Sc* Reakeid kovetése: HPLC, Adsorbosphere XL SCX kolonnan.
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5.4.3. [®Ga]Ga®" izotép radiojelzési reakcidinak vizsgalata

Szamos, az el6zd fejezetben bemutatott ligandum komplexképzési
reakcidjat a 67,71 perc felezési idejii [*®Ga]Ga®* radionukliddal is vizsgaltuk.
kaptuk. Hasonl6an a szkandiummal®®** végzett reakciokhoz ebben az esetben
is sziikséges volt a megfelelé pH alkalmazdsa a fémionok hidrolizisének
elkeriilése és a komplexképzddés lejatszodasanak érdekében®. A 30. dbran
lathatd szamos [*3Ga]Ga-komplex radiokémiai hozaméanak 6sszehasonlitésa
kiilonb6z6 ligandum koncentraciok fiiggvényében. Az eldkisérletek soran
megnovelt térfogata radiofémion oldatot tartalmazott a minta, amelynek oka
az eloregedd izotopgeneratorrdl nyerheté csokkent radioaktivitas volt. A
legjobb hozamokat addé komplexképzdknek az AAZTA szarmazékok és a
nyiltlincd  CDDADPA, valamint HXTA bizonyultak. A makrociklusos
ligandumok koziil a gallium esetén is kiemelhetéek a DOTA és NOTA

szarmazékok, igy a tovabbi optimalizacios vizsgalatokhoz ezeket a kelatorokat

hasznaltuk.
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30. abra: Kiilénbdz6 alapvaza ligandumok radiokémiai jelzése [*Ga]Ga®*-mal.

Reakciokoriilmények: 40 pL AmAc (pH 4,0; 0,1 M), 10 uL kelator, 50 uL [*®Ga]Ga®*",
95 °C, 5 perc
Reakcio kovetése: iTLC lapokon, RadioTLC-vel, futtatoelegy: viz
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5.4.3.1. Kiilonbozo pufferek hatasa a radiokémiai hozamra

A széleskortien alkalmazott ammonium-acetat mellett igynevezett nem
koordinal6 pufferekkel is vizsgaltuk a [®Ga]Ga-NOTA és [®Ga]Ga-DOTA

komplexképzddési reakciojat.'*?

A 17. tablazatban lathat6, hogy az Osszes
alkalmazott puffert az el6zéekben leirt kisérleti koriillményeknek megfelelden
azonos koncentraciora €s pH értékre allitottuk be. NOTA kelatorral vizsgaltuk
a komplexképzodés koncentraciofiiggését hét puffer esetében. Az
aszkorbattal- és citrattal pufferelt mintakat csak egy alkalommal vizsgaltuk,
mivel nagyon alacsony lett a veliik elért radiokémiai hozam. Irodalmi adatok
alapjan a komplexképz6dést segitheti citrat puffer jelenléte, azonban a sajat
kisérleteink soran csak a komplexképzodés gatlasat figyeltiik meg.'® A
kialakult komplexek Coresep 100 RP-SCX kolonnardl torténd visszanyerését
is vizsgaltuk 1,0 és 0,6 mL/perc aramlasi sebességek mellett. Enhez a kolonna
nélkiilli méréseknél kapott radioaktivitas detektor altal adott csucs alatti
terlileteket vetettilk Ossze a kolonna haszndlatdval kapott, megfeleléen
bomlaskorrigalt csucsteriilet értékekkel.

17. tablazat: NOTA radiojelzési reakcidjanak optimalizalasa kiilonb6zd pufterek
hasznalataval és a képz6dott komplex visszanyerése a folyadékkromatografias
elvalasztast kovetden.

AmAc MOPS PIPES MES HEPES Aszkorbat Citrat

pH 4,0 4,0 51 4,0 4,0 4,0 4,0
c (M) 1 1 0,0033* 1 1 1 1
NOTA (uM) Radiokémiai hozam %
3 97,01 9848 93,19 9578 98,92 11,72 73,50
1 3,17 9392 9194 93,36 96,91 0,00 74,60
0,3 0,00 8517 80,28 59,21 81,02 0,00 71,89

Visszanyerés %
1,0 mL/min 91,7 92,2 93,2 88,8 96,5 - -
0,6 mL/min 99,6 99,9 99,4 92,5 98,5 - 87,4
* PIPES telitett oldat koncentracioja (1 g/L = 0,003307 M).

Reakciokoriilmények: 80 pL puffer, 10 uL NOTA, 10 pL [*8Ga]Ga®*, 95 °C, 5 perc
Reakcid kovetése: UPLC, Coresep 100 RP-SCX
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A tablazatbol lathatd, hogy a legjobb jelzési hatasfokokat AmAc, MOPS és
HEPES pufferekkel értiik el. A HEPES és MES puffer esetén kaptuk a
legalacsonyabb visszanyerést, kevesebb szazalékban elualodott le az oszloprol
az aktivitas. A folyadékkromatografias elvalasztasok soran azonban a nem
koordinalodé pufferek koziil a MOPS, HEPES és PIPES esetében is
[8Ga]Ga**-al alkotott komplexeik megjelenését detektaltuk (31. dbra), ezért a
tovabbi reakciooptimalizalasi kisérleteket AmAc-tal pufferelt kozegben

végeztiik el.
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31. abra: A MOPS puffer koordinacios viselkedésének vizsgalata.

Reakciokdriilmények: a) 80 uL MOPS (pH 4,0; 1 M), 10 pL 0,3 uM NOTA, 10 pL
[8Ga]Ga®", 95 °C, 5 perc; b) 90 uL MOPS (pH 4,0; 1 M), 10 uL [®Ga]Ga®*, 95 °C, 5
perc; ¢) csak [®Ga]Ga** injektalasa

Reakcid kovetése: UPLC, Coresep 100 RP-SCX
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5.4.3.2. Mikrofluid rendszerben végzett reakciok

A DOTA ligandum esetén a MOPS puffer hatdsa kedvezodtlennek
bizonyult automatizalt mikrofluid rendszerben (32. abra). A MOPS puffert pH

4,0 ¢és pH 6,7-es értéken is kiprobaltuk, azonban mindkét esetben 10% alatti

radiokémiai hozamokat értiink csak el, HEPES-sel (hasonléan a manudlis

jelzésnél) mar alacsony kelatképzd koncentracional is jol mérhetd volt a

komplexképzddés, de a nagy kitapadasra vald hajlama miatt elvetettiik a

hosszabbtavu alkalmazasat. Az AmAc puffer hasznalata mind DOTA, mind

NOTA esetén is jol bevalt, igy a tovabbi kisérletekben végig ezt hasznaltuk a

pH beallitasara.
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32. abra: Kiilonboz6 pufferek hatasanak 6sszehasonlitasa automatizalt mikrofluid

rendszerben.

Reakciokoriilmények: 25 pL puffer (pH 4,0; 2 M) és 25 uL ligandum elegye, 50 pL
[8Ga]Ga®**, 100 °C, 5 perc
Reakcio kovetése: UPLC, Coresep 100 RP-SCX
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Osszehasonlitottuk az Eppendorf csében kézzel végzett jelzési
reakciokat (33.abra) és az automatizalt mikrofluid rendszerrel kapott

eredményeket, mely altal megbizonyosodtunk a rendszer megbizhatd

mukodésérol.
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33. abra: Mikrofluid rendszer megbizhatosaganak ellendrzése [#4Ga]Ga-DOTA
komplexképzddési reakciojanak kdvetésével.

Reakciokorilmények mikrofluid rendszerben: 25 uL. AmAc (pH 4,0; 2 M) és 25 ulL
DOTA elegye, 50 pL [®#Ga]Ga®*, 100 °C, 5 perc
Reakciokoriilmények kézi jelzésnél: 80 uL AmAc (pH 4,0; 1 M), 10 uL DOTA, 10 puL
[®8Ga]Ga®", 95 °C, 5 perc
Reakcid kovetése: UPLC, Coresep 100 RP-SCX

A DOTA és NOTA ligandumok mellett, a mar kivalé komplexképzonek
talalt AAZTA és AAZTA-C4 kelatorokkal is teszteltiik a mikrofluid rendszert,
hiszen tovabbi elényos tulajdonsagaik, hogy a komplexképzddési reakcioban
mar szobahémérsékleten is részt vesznek. A 34. abran a két [*®Ga]Ga-komplex
kialakulasanak a koncentraciofiiggését mutatjuk be a ligandumok

mennyiségének fliggvényében 5 perces reakcidido alatt. Az AAZTA esetében

mar 0,75 uM koncentracional 22% folotti volt a radiokémiai hozam, mig az
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alkil lanccal rendelkez6 szarmazéknal a 14%-ot sem érte el a
komplexképz6dés mértéke, azonban ez a kis kiilonbség kisérleti hibahataron
beliili, vagyis a két vizsgalt ligandum kozott nem taldltunk jelentds
kiilonbséget. 7,5 uM ¢€s annal nagyobb koncentracidban jelen 1évo kelatképzo
esetén azonban mar a két gérbe fedésbe ment at, a radiokémiai hozamok szinte
megegyeztek.
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34. abra: [%®Ga]Ga-AAZTA és [*Ga]Ga-AAZTA-C4 komplexek kialakulasdnak
ligandumkoncentréciotol valo fliggése.

Reakciokoriilmények: 25 uL AmAc (pH 4,0; 2 M) és 25 uL ligandum elegye, 50 pL
[(8Ga]Ga®, 25 °C, 5 perc
Reakcid kovetése: UPLC, Coresep 100 RP-SCX

Az AAZTA-C4 [%8Ga]Ga®*"-mal alkotott komplexének kialakulasa az
elézéekben bemutatott koncentraciofiiggés alapjan lassabbnak bizonyult, kis
mértékben gatoltabbnak tlint, ezért 25 uM, 7,5 pM és 2,5 uM kelator
koncentraciok mellett vizsgaltuk a komplexek képzddésének idofiiggését

(35. 4bra).

77



Pozitronbomlé  fémizotopokkal  torténd  jelzések  reakciokoriilményeinek
optimalizalasa és folyadékkromatografias kovetése

100 -
e
— —e
< 80 1
g
g
2 60 -
=
- "
E 4
=
g
5
x ——25 uM
& 20 :
——7.5uM
0 —0—2.5uM
0 60 120 180 240 300

Reakcioido (sec)

35. abra: [%Ga]Ga-AAZTA-C4 komplexképzddésének idofiiggése

Reakciokorilmények: 25 n. AmAc (pH 4,0; 2 M) és 25 uL AAZTA-C4 elegye,
50 uL [*®Ga]Ga*, 25 °C
Reakcid kovetése: UPLC, Coresep 100 RP-SCX

25 uM és 7,5uM AAZTA-C4 komplexképzd jelenlétében mar
60 masodperc elteltével telitddés figyelhetd meg a diagramon, a radiokémiai
hozam értékek jelentésen nem emelkedtek tovabb. A vizsgalt legkisebb
koncentraci6 értéknél azonban latvanyosan lassult a komplexképzdodés
sebessége, 180 masodpercig a gorbe folyamatos emelkedése figyelhetd meg.

Végiil Osszehasonlitottuk a mikrofluid rendszer segitségével a két
vizsgalt ligandum komplexképzddési sebességét 7,5 uM kelator koncentracid
mellett. A 34. abran bemutatott koncentracié fiiggésnél a két AAZTA
szarmazék 7,5 puM koncentracio értéknél 5 perces reakci6idé utan azonos
radiokémiai hozamot eredményezett, ezért is gondoltuk ennek reakcionak a
részletesebb vizsgalatat elvégezni. A 36. abran a vart eredményt kaptuk,

miszerint ugyan a gorbék a 300. masodpercben mar egybefutnak, viszont addig
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az AAZTA gyorsabban képes gallium komplexet kialakitani, mint az alkil
lanccal ellatott szarmazéka.
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36. abra: Komplexképzddés idoéfiiggése 7,5 uM ligandum koncentraciok esetében.
Reakciokoriilmények: 25 uL AmAc (pH 4,0; 2 M) és 25 uL 7,5 uM ligandum elegye,

50 uL [*®Ga]Ga®*, 25 °C
Reakcid kovetése: UPLC, Coresep 100 RP-SCX
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5.4.4. [®>Mn]Mn?* izotép radiojelzési reakciéinak vizsgalata

A [PMn]Mn?* izotép 5,59 napos felezési ideje lehetdvé teszi a hosszabb
ideju vizsgalatokat is, igy eldszor 4 ligandum esetében Osszehasonlitottuk a

37. abran az 5 és 30 perc alatt elérhetd radiokémiai hozamokat.
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37. abra: [®?Mn]Mn-ligandumok kialakulasdnak koncentracio- és id6fiiggése.

Reakciokoriilmények: 40 uL AmAc (pH 4,0; 1 M), 10 pL kelator, 50 pL [>>Mn]Mn?*,
95 °C, 5 ¢és 30 perc
Reakciod kovetése: HPLC, Kinetex XB-C18

Hosszabb  reakcioidd alkalmazdsa esetén sem tapasztaltunk
komplexképzédést egyik ligandum esetében sem 1 pM alatti koncentracié
tartomanyban, azonban 3 és 10 uM ligandum koncentraciét alkalmazva mar
30 perc alatt jol lathatoan nagyobb radiokémiai hozamokat kaptunk. A
megnovelt reakcioidével a [*Sc]Sc®t és [Ga]Ga®*  izotopokkal s
tanulméanyozott  kelatorok  komplexképzddési  hajlamat  [*>Mn]Mn?*

radionukliddal is megvizsgaltuk (38. abra). A galliumnal kisebb méretli
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mangannal, az el6z6 fejezetben nem emlitett biszpiklén vaza (BP2A) kelator

kiemelkedd jelzési hatékonysagot mutatott.
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38. abra: [*>Mn]Mn-komplexek radiokémiai hozama és stabilitasuk vizsgalata.

Reakciokoriilmények: 40 pL AmAc (pH 4,0; 0,1 M), 10 pL kelator (100 uM), 50 pLL
[**Mn]Mn?*, 95 °C, 30 perc
Reakcid kovetése: HPLC; Kinetex XB-C18

A kialakult komplexeknél stabilitds vizsgalatot is végeztink EDTA
kelator hozzaadasaval, segitségével durva kozelitést kapunk a szervezetbeli
folyamatokban ~ valé  részvételikrél.  Igy  modellezhetd™®*1%®  a
humandiagnosztikai célokra szdnt fémkomplexek egyenstulya a vérben
talalhatd, EDTA-hoz hasonldoan jo komplexkémiai tulajdonsagokkal
rendelkezd kompetitor komplexképzd agensekkel (laktat, citrat, foszfat stb.).
Lathat6 a 38. abran, hogy a [">Mn]Mn-BP2A komplex még 90 éra elteltével is
stabil maradt, feltételezhetben a jo termodinamikai tulajdonsagokkal

rendelkezik a komplex.
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A j6 hatasfokkal jeldlt biszpiklén €s a DOTA esetén vizsgaltuk a pH
hatasat a komplexképzddésre (39. abra), mely alapjan a komplex képzddéséhez
a pH 7,0 jobbnak bizonyult, ellenben az eddig [*Sc]Sc®*" radiofémionnal
tapasztalt pH 4,0-val. Ez két fémion kozotti kiilonbségbdl is adodik, eltérd
tulajdonsagaik tobbek kozott a toltésiik, hidrolitikus stabilitasuk, valamint a

Mn?*-ion nem hard jelleg{i, mint a Sc3*-ion.
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39. dbra: [>>Mn]Mn-BP2A és [*>Mn]Mn-DOTA komplexképzddésének
koncentraciotol és pH-tol valo fiiggése.

Reakciokorillmények: 40 L. AmAc (pH 4,0; 1 M) vagy HEPES (pH 7,0; 1 M),
10 uL BP2A vagy DOTA, 50 pL [*2Mn]Mn?*, 95 °C, 30 perc
Reakcid kovetése: HPLC, Kinetex XB-C18

Végiil az optimalizalt reakciokoriilmények kozott is megvizsgaltuk a
ligandumok komplexképzddési hajlamat a kelatorok koncentracidinak
fiiggésében (40-41. abra). A diagramok jol mutatjak, hogy a ligandum
koncentracid csokkentésével egyre szignifikdnsabb a kiilonbség ugyanazon
fémkomplex radiokémiai hozamat tekintve a pH értékének valtoztatasaval.
1 uM komplexképzd esetén a BP2A kelatort kivéve, csak pH 7,0-4s értéken

alakult ki mangan-komplex. Igy az elvégzett vizsgalatok alapjan a piklén
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alapvazu (BP2A és OPC2A) ligandumok komplexaljak leginkdbb a mangan-

ionokat.
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40. abra: Radiokémiai hozamok 6sszehasonlitdsa pH 4,0 értékeken.

Reakciokoriilmények: 40 uL AmAc (pH 4,0; 1 M), 10 pL kelator, 50 pL [*>Mn]Mn?*,
95 °C, 30 perc
Reakcid kovetése: HPLC, Kinetex XB-C18
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41. abra: Radiokémiai hozamok &sszehasonlitasa pH 7,0 értékeken.

Reakciokorilmények: 40 pL. HEPES (pH 7,0; 1 M), 10 uL keldtor, 50 uL
[*Mn]Mn?*, 95 °C, 30 perc
Reakcid kovetése: HPLC, Kinetex XB-C18
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6. Osszefoglalas

Doktori munkam soran pozitront emittal6 radiofémionok és a kiilonboz6
ligandumokkal alkotott komplexeik folyadékkromatografids elvalasztasara
alkalmas modszerek kidolgozasaval foglalkoztam, amelyek segitségével
né¢hany optimalizécios kisérlet soran kovetni tudtam a fémkomplexek
képzddését.

4sc, %8Ga és %2Mn fémizotopok ciklotronnal torténd eldallitasanak
kifejlesztéséhez szarmazékképzO reagensek hasznalatdval eljardsokat
dolgoztunk ki és hasonlitottunk dssze a szennyez6 atmenetifémek mennyiségi-
és minéségi meghatarozasihoz. A targetanyagbol szarmazé fémionok (Ca?*,
Zn?*, Cr3+) mellett mindig keletkeztek radioaktiv és tovabbi nem radioaktiv
ionok, amelyek a késébbi komplexképzési reakciok soran csokkentették az
elérhetd radiokémiai hozamokat. A radioaktiv izotopokat gamma
spektrometriaval azonositottuk a feloldott targetanyag mintakban. Minden
esetben igazoltuk, hogy a szennyezd radionuklidok az ioncseréld gyantakon
megkdtddtek és savas eluciot alkalmazva szelektiven elvalaszthatoak voltak a
kivant fémizotopoktol. A megtisztitott frakciok atlagos radionuklidos
Osszetételei a kovetkezonek adodtak:

1. %4Sc 98,94%, 4'Sc 0,08%; egy¢éb izotopok: 435¢, 48Sc, 4MSc 0,98%:
2. %Ga 99,97%, 6’Ga 0,018%, ®°Ga 0,012%;
3. 52Mn 100%.

Kolonna utani- és eldtti szarmazékképzd eljarasokat dolgoztunk ki
folyadékkromatografias rendszerekre, amelyekkel az eldallitast kovetden
rovid id6n beliil vizsgalni tudtuk a mintakban 1év6é a nem radioaktiv fémion
szennyezbket. A  kapott eredmények alapjan a kolonna utani
szarmazékképzeéssel végzett kromatografids elvalasztds szelektivebb és

érzékenyebb modszernek bizonyult a fémionok kimutatasara, de a miiszer
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Osszeallitasanak bonyolultsaga és a tapasztalt alapvonali instabilitasok miatt
nem alkalmazhatd6 rutinszeri —mindségellendrzésre. Vizsgaltuk a
fémkomplexek kialakulasat kiséré szinvaltozdson alapuldé meghatarozasi
modszereket is kiilonbozé reagensek alkalmazasaval. A kereskedelemben
kaphato vagy sajat fejlesztésti kolorimetrids tesztek hasznosak lehetnek
nagyobb (néhany ppm-nél tobb) koncentracioji szennyezé fémionok
kimutatasara, de nem bizonyultak elég szelektivhek a ppb tartomanyban
torténé alkalmazashoz, ami a radioaktiv mintak jellemzé fémtartalma.
Megéllapitottuk, hogy a kolorimetrids vizsgalat megbizhatésdga ¢és
dokumentaltsaga javithatd, ha a mintdkat oszlop jelenléte nélkiil HPLC-UV
detektorra injektaljuk. Ezen talmenden a HPLC-detektalas lehetové teszi a
sokkal kisebb mintamennyiségek alkalmazasat (5-20 mL helyett 30 pL), ami
jelentdsen csokkenti a rovid felezési idejli radioaktiv fémek anyagveszteségét
a mindségellendrzési vizsgalatok soran. A részletesen tanulmanyozott
kolorimetrids vizsgalatok nem helyettesithetik az atomspektroszkopiai
technikdkat a radioaktiv mintdkban taldlhaté szennyezd fémionok
meghatarozasara, de megalljak a helyiiket az eldallitasi és tisztitasi modszerek
fejlesztésében, valamint az izotopos nyomjelzésre szolgald radiofémoldatok
rutin mindségellendrzéseben.

Altalanosan  alkalmazhat6  folyadékkromatografidis —médszereket
dolgoztunk ki a harom vizsgalt radiofém esetén lehetdvé téve a fémizotdpokkal
jelodlt szabad és az akar biomolekuldhoz konjugalt kelatképzok egymastol valo
elvalasztasat. Modellvegyiiletként DOTA ¢és NOTA  ligandumok
fémkomplexeit hasznaltuk. Harom forditott alléfazisu analitikai kolonnan
fejlesztettiink Ki eljarasokat, amelyeken a vizsgalni kivant komponensek
visszatartdssal rendelkeztek. A modszerek ko6zos jellemzdje, hogy a
féemkomplexek gyenge kolesonhatasba Iéptek az allofazissal, feltételezhetden

annak kozponti fémionja, azonban a kolcsonhatas olyan gyenge, hogy a
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komplexek tiszta vizzel is elualhatdak az oszloprol. Vizes oldatban viszont a
szabad fémionok megko6tddnek a kolonnan. Nagy koncentracioju so, illetve
kelatképzd alkalmazasaval a megkotott fémionok eludlhatoak voltak.
Tanulményoztuk a fémionok HPLC rendszeren val6 kitapadasanak mértékét,
amely nagyban fliggott az eluensben alkalmazott szervetlen s6 mindségétol. A
kidolgozott folyadékkromatografids elvalasztas alkalmas a radiokémia
terliletén elterjedten alkalmazott vékonyréteg kromatografids modszerek
kivaltasara, gyorsitva és egyszerlisitve a sorozatméréseket, csokkentve a
sugarterhelést, valamint novelve az eredmények reprodukalhatéosagat. Az
elvalasztasi modszerek tovabbi teszteléséhez és a komplexképzési reakciok
automatizalasi lehetdségének vizsgalatadhoz egy altalunk épitett mikrofluidikai
rendszert alkalmaztuk. A berendezés meggyorsitotta és leegyszertsitette a
reakciok optimalizalasat. Segitségével tobb komplexképzddési folyamat id6-
¢s koncentraciofiiggését hataroztuk meg hosszadalmas mintaeldkészités

nélkil.
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7. Summary

During my doctoral studies, | developed methods for the liquid
chromatographic separation of positron-emitting radiometals and their
complexes with various ligands. With the help of these methods | was able to
follow the formation of metal complexes during labeling optimization
experiments.

In order to support the cyclotron production of */Sc, %8Ga and *’Mn
isotopes, procedures for the qualitative- and quantitative determination of
contaminating transition metals using derivatizing reagents were developed
and compared. In addition to the metal ions (Ca?*, Zn?*, Cr**) from the
respective target material, radioactive and non-radioactive ions were always
formed, reducing the attainable radiochemical yields during the subsequent
complexation reactions. Radioactive isotopes were identified by gamma
spectrometry in the dissolved target material samples. In all cases, it has been
proven that the contaminating radionuclides were adsorbed on the ion
exchange resins and could be selectively separated from the desired metal
isotopes using acid elution. The average radionuclidic composition of the
purified final fractions were:

1. *4Sc 98.94%, 4’Sc 0.08%; other isotopes: “3Sc, #8Sc, “™Sc 0.98%;
2. %Ga99.97%, 7Ga 0.018%, %°Ga 0.012%;
3. 2Mn 100%.

Post-column and pre-column derivatization methods for liquid
chromatography systems were developed, with which it could be examined the
non-radioactive metal ion contaminants in the samples within a short period of
time after production. Based on the obtained results, the chromatographic
separation with post-column derivatization proved to be a more selective and

sensitive method for the detection of metal ions, but due to the complexity of
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the instrument assembly and the experienced baseline instabilities, it can’t be
used for routine quality control. Determination methods based on the color
change accompanying the formation of metal complexes using different
reagents have also been investigated. Commercially available or self-
developed colorimetric tests can be useful for the detection of contaminant
metal ions in higher concentrations (more than a few ppm), but they have not
proven to be selective enough for use in the ppb range, which is the typical
metal content of radioactive samples. It has been founded that the reliability
and documentation of the colorimetric tests can be improved if the samples are
injected into the HPLC-UV detector without the presence of a column. In
addition, HPLC detection allows the use of much smaller sample volumes (30
uL instead of 5-20 mL), which significantly reduces sample consumption of
short-lived radioactive metals during quality control tests. The colorimetric
tests, studied in detail, cannot replace atomic spectroscopy techniques for the
determination of contaminating metal ions in radioactive samples, but they can
stand their ground in the development of production- and purification methods,
as well as in the routine quality control of radiometal solutions for isotopic
tracers.

Generally applicable liquid chromatography methods were developed
for the three investigated radiometals, enabling the separation of free chelators
labeled with metal isotopes and chelators - even if conjugated to biomolecules.
Metal complexes of DOTA and NOTA ligands were used as model
compounds. Procedures were developed on three reversed stationary phase
analytical columns, retaining the test compounds. The common feature of the
methods is that the metal complexes interacted weakly with the stationary
phase, presumably through its central metal ion, but the interaction was so
weak that the complexes could be eluted from the column with pure water. In

an aqueous solution, on the other hand, the free metal ions were bound to the
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column. The adsorbed metal ions could be eluted by using a high concentration
of salt or a chelating agent. The extent of metal ion adsorption to the HPLC
system was studied, which was highly dependent on the quality of the
inorganic salt used in the eluent. The developed liquid chromatographic
separation is suitable for replacing the thin-layer chromatographic methods
widely used in the field of radiochemistry, speeding up and simplifying the
serial measurements, reducing the radiation exposure and increasing the
reproducibility of the results. A homemade microfluidic system was used to
further test the separation methods and to examine the possibility of
automating the complex formation reactions. The equipment accelerated and
simplified the optimization of labeling reactions. With its help, the time and
concentration dependence of several complex formation processes were

determined without lengthy sample preparation.
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