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1. Roviditések

o-MSH
AAZTA

AAZTA-C9

BSA
c(RGDfK)
DIPEA
DMEM
DMF
DOTA
DOTA-GA
ESI-MS
FBS

FDG
HBTU
HPLC
HRMS

ID

%ID
MEM
NAPamid
NODA-GA
NOPO

NOTA
PEEK
SuV
SUVmean
SUVmax
T/M
TFP
UPLC
Vol

a-melanocita-stimulalé hormon

2,2'-((1,4-bisz(karboximetil)-6-(9-karboxinonil)-1,4-diazepan-6-
il)azanediil)diecetsav

2,2'-((6-(10-amino-10-oxodecil)-1,4-bisz(carboximetil)-1,4-diazepan-6-
il)azanediil)diecetsav

Bovine szérum albumin

Ciklo[Arg-Gly-Asp-(D-Phe)-Lys] peptid
Diizopropil-etil-amin

Dulbecco moédositott sas tapoldat

Dimetil-formamid
1,4,7,10-tetraazaciklododekan-N,N',N",N"'-tetraecetsav
1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1-glutarsav-4,7,10-triecetsav
Elektrospray ionizacids tomegspektrométer

Fetal bovine szérum

Fluoro-dezoxi-gliikoz
O-Benzotriazol-1-il-N,N,N',N'-tetrametiluronium-hexafluorofoszfat
Nagynyomasu folyadékkromatograf

Nagyfelbontast tomegspektrometria

Belsd atmérd

Szazalékos inkubacios dozis

Minimalis esszencialis médium
Ac-Nle-Asp-His-D-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys peptid

1,4,7- triazaciklononan-1-glutarsav-4,7-diecetsav

1,4,7-triazaciklononan-1,4-bisz[metilén(hidroximetil)foszfinsav]-7-[ metilén(2-
karboxi-etil)foszfinsav]

1,4,7-triazaciklononan-N,N',N"-triecetsav
Poli(éter-éter-keton)

Standard felvételi hanyados

Atlagos standard felvételi hanyados
Maximalis standard felvételi hanyados
Tumor/izomszovet aranya (SUV értékekkel)
2,3,5,6-Tetrafluorofenol

Ultra-nagy nyomasu folyadékkromatograf

Vizsgalati térfogat



2. Bevezetés

Az elmult 30 évben a pozitron emisszids tomografia (PET) a vilag szdmos teriiletén,
igy hazankban is az egyik legfontosabb in vivo orvosi képalkotd eljarassa valt. A
legnagyobb szamban alkalmazott PET radioizotop a ®F, illetve a leggyakoribb PET
radiofarmakon a segitségével elédllitott [*®F]-FDG, amely cukorszdrmazék révén a
daganatos sejtek felgyorsult szénhidrat anyagcseréjének kdszonhetéen lokalizalhatja a
koéros elvéltozasokat. A 8F kizarolag ciklotronban torténd eléallitasanak, tobblépéses
jelolési reakcioinak, illetve az [*®F]-FDG aspecifikussaganak koszonhetéen igény tamadt
mas, az ezeket a problémakat orvoslo PET radioizotopok ¢€s jelolt farmakonok
feltérképezésére. llyen radioizotop példaul a %8Ga és a **Sc, amelyek koziil a %8Ga
felhasznalasaval mar kozel 20 éve folyik szamos preklinikai és klinikai vizsgalat, mig a
#4Sc az elmult 5 évben keriilt a figyelem kdzéppontjaba. Mindkét radioizotop eléallithatd
ciklotron, illetve radioizotop generator segitségével is. A felezési idejiik
(tue, ®ca = 1,13 Ora; tup, *“sc = 3,97 6ra) €s a pozitron energiajuk (Ep- max, ®¥ca = 1,9 MeV;
Ep-max, “sc = 1,5 MeV) lehetévé teszi diagnosztikamként torténé felhasznalasukat a
nukledris medicindban, illetve kit alapt jelezhetdségiiknek kdszonhetden szamtalan
radiofarmakon radioizotopjaként szolgalhatnak.

Az esetek nagy héanyaddban a radiofémekkel végzett jelolési reakciok soran
valamilyen bifunkcios komplexképzd agenst (kelatort) alkalmazunk, hogy a radioaktiv
nuklidot a vizsgalni kivant molekulahoz kapcsolhassuk. A %8Ga(lll) esetén igen széles
kelator-paletta all rendelkezésre (DOTA, NOTA, DOTA-GA, NODA-GA, NOPO stbh.)
[1], [2], mig a *“*Sc-at tekintve kevés az ugyanezen kelatorokkal végzett kisérlet [3], illetve
elenyészé szami az 1j, szkandium(ll1)-specifikus kelatorok iranyaban folyd kutatas.
Ilyen igéretesnek tiing ligandumok lehetnek az AAZTA alapu kelatorok, amelyeknek a
gadoliniummal alkotott komplexére ([Gd-AAZTA]) 2004-ben MRI kontrasztanyagként
torténd felhasznalassal hivatkoznak [4]. Ezen kiviil az elmult 14 évben szamos egyéb
atmenetifémmel és lantanoidaval alkotott komplexeit vizsgaltdk, mint potencialis MRI
kontrasztanyag. A megjelent, kozel 40 kozleménybdl Gsszesen 5 foglalkozik a kelator
radiokémiai téren torténo felhasznalasaval, illetve a munkank kezdetén nem volt talalhato
olyan kdzlemény, ahol a **Sc és AAZTA radiokémiai rendszert vizsgaltak volna.

Ennek tobbek kozt az is lehet az oka, hogy egy 1j radiofém-kelator rendszer esetén

idbigényes a jelolési koriilmények optimumanak a feltérképezése kézi jelolések tutjan.



Ezen segithetnek a mikrofluid, vagy kapillaris rendszerek, amelyekben az automatizalt
folyamatoknak kdszonhetOen jelentdsen ndvelhetd az egységnyi id6 alatt elvégezhetd
jelolési reakcidk szama és minimalizalhaté az eredmények kozotti szorast. Ezen tul a
felhasznalt kis folyadéktérfogatoknak koszonhetéen csokkentheté a jel6lési reakciok
soran alkalmazott - az esetek nagy részében draga - biomolekuldk mennyisége is.
Hasznalataval akar tobb honapos méréssorozatokat végezhetdk el kevesebb, mint egy hét
alatt. Az optimalizalast kovetéen pedig ugynevezett ,,scale-up” atalakitast végrehajtva
biologiai vizsgalatokhoz sziikséges térfogati ¢és aktivitasi radiofarmakonok is
termelhetdk.

Ezen radiofarmakonok egy része valamilyen daganatos elvaltozas diagnozisaban,
vagy allapotanak a monitorozasaban jatszik fontos szerepet. Mivel a rakos
megbetegedések esetén az attétek kialakuldsa igen nagy ardnyban vezet a daganatos
betegek halalahoz [5], igy a metasztatikus folyamatok széleskorii megismerése
esszencialissa valt az onkoldgia teriiletén. A metasztazisok l1étrejottének az egyik 6 oka
a tumorban kialakul6 hipoxia, ami minden — egy bizonyos méretet meghalado — szolid
tumor egyik kozos jellemzdje és szoros Osszefliggésben van az angiogenezis
folyamataval. Ezen folyamatok tanulmdnyozasa a modern daganatterapia egyik
legégetdbb problémaéja, hiszen a hipoxias teriiletek gyorsitjak a metasztatikus potencialt,
illetve olyan fizikai faktorok kialakulasat segitik eld, amelyek rezisztensé teszik a
daganatsejteket a sugarterapiaval és a kemoterapias szerekkel szemben [6]. A lokalis
hipoxias teriiletek kornyezetében rendre kialakuld angiogenikus folyamatok lehetévé
teszik ezen hatdsok kozvetett vizsgalatat. A primer tumorok attétképzésében fontos
szerepe van az ovfs integrinnek, amelyrdl tudjuk, hogy daganatos szovetek vérereiben
fokozottan expresszalodik és ennek a mértékét tobbek kozott RGD alapu peptid-
radiotrészerekkel lehet vizsgalni [7], [8].

Egy igen agresszivnak tartott daganatos megbetegedés a malignus melanoma,
amely a kiemelkedd metasztatikus potencidljanak koszonhetéen magas halalozasi aranyt
okoz a vilag szamos teriiletén [9]. A jelentds attétképzési tulajdonsaga miatt a korai
detektalasa létfontossagu a betegek t0lélési aranyanak a novelése érdekében. Ennek
koszonhetden szamos radioizotoppal jel6lt a-melanocita stimulald hormon (a-MSH)
analog peptid, antitest és melanin specifikus molekula keriilt tesztelésre. Kiilonféle
radioizotopokkal (%*Cu, %Ga, ®F, ®MTc) végzett vizsgalatok kimutattak, hogy a
NAPamid és szarmazékai specifikusan kotddnek a melanokortin-1 receptorokhoz
(MC1-R) [10]-[14]. Az MCI1-R -egy G-protein-kapcsolt receptor, amely
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tulexpresszalodik a melanin pozitiv tumorok €s a melanoma metasztazisok tobb mint
80%-ban, ami igy alapvetd biomarkere lehet ezen tumorok malignitasanak és
attétképzésének a vizsgalatakor.

Az elhangzottak alapjan a doktori munkam soran a f6 célunk az volt, hogy a **Sc
eloallitasat, jelolhetdségét és kiillonbdzo biologiai molekulakkal képzett radiotrészereinek
a tulajdonsagait vizsgaljuk, mind kémiailag, mind bioldgiailag. Ehhez, a fent leirt témakat

érintve a kovetkezo feladatok elvégzését tiiztiik ki célul:

- Az elso célunk egy, a kémiai vizsgalatokhoz ¢€s a tajékozodo biologiai mérésekhez
elegendd aktivitasti **Sc radioizotopot termelé *Ti/**Sc generator megépitése és
tesztelése volt. Ezen tal fontosnak tartottuk azt is, hogy a nagyobb aktivitast igényld
vizsgalatokhoz hasznélt, ciklotronban eldallitott #*Sc jeldlési tulajdonsagait

Osszehasonlitsuk az izotopgeneratorban termeltével.

- A kovetkezd célunk egy kapillaris rendszer felépitése volt, amely segitségével a
radiokémiai jelolési reakciok a kézi jelzésekhez képest gyorsabban ¢és
megbizhatobban végezhetdk el, a jelolési koriilmények valtoztatasai mellett. Ennek
segitségével kiilonbozd ,referencia” keldtorok jelolését és az eredmények

dsszehasonlitasat terveztiik elvégezni “*Sc és 8Ga felhasznalasaval.

- Vizsgalni kivantuk - az el6zetes informaciok alapjan - a szkandium(l11)-mal torténd
komplexképzésre alkalmas, a nuklearis medicina teriiletén 0j kelatornak szamito
molekula, az AAZTA jelolési koriilményeit. Majd a kapott adatok tiikrében a
kelatort és a radiofémet biologiai markerek (c(RGDfK), BSA) jeldlésére és in vivo

PET/MRI nyomon kovetésére terveztiik hasznalni.

- Ezen tal vizsgalni szerettilk volna a metasztazisok képzésére hajlamos malignus
melanomat ®Ga- és *4Sc-jelslt DOTA-NAPamid felhaszndlasaval. Kiilonds
figyelemmel kisérve az in vivo PET/MRI mérések soran jelentkezd biodisztribticios

eltéréseket, amelyeket a radioizotopok cseréje okozhat.



3. Irodalmi attekintés

"Semmitol sem kell félni a vilagon, csupan meg kell azt érteni. Most eljott az ido, hogy

még tobbet értsiink, hogy minél kevesebbtol féljiink”

/Maria Sktodowska-Curie/

3.1. A PET technika és a pozitron-bomlé izotopok

A pozitronemisszios tomografia (PET), illetve a kapcsolt modalitast technikai
(PET/CT, PET/MRI) napjaink legfontosabb molekularis képalkotd eljarasai kozé
tartoznak. A pozitron sugarzas felfedezése és a PET izotopok képalkotasban torténd
alkalmazasa k6zott megkozelitleg 50 évnek Kkellett eltelnie. A képalkotast lehet6vé tevo
részecskét, az antielektront 1928-ban sejtette meg Paul Dirac, majd 1933-ban Carl David
Anderson azonositotta els6 antirészecskeként és nevezte el pozitronnak. A részecskét a
kozmikus sugarzas tanulmanyozasa kozben detektaltak, amiért 1936-ban Andersont és
Victor Franz Hesst Nobel-dijjal jutalmaztak [15], [16]. Az elsé kisérleti berendezést, ami
human képalkotasra hasznalt pozitron-bomlé izotopot 1953-ban alkalmaztak agytumor
kimutatasara [17]. A kovetkezd években folyamatosan fejlédott a technika, a 70-es és
80-as évekre egyre tobb kutatasi célii berendezés épiilt, majd a 90-es évekre a rutin 0rvos
diagnosztikaban is megjelent [18]. Magyarorszagon jelenleg négy varosban, Budapesten,
Debrecenben, Kaposvaron és Kecskeméten talalhato PET/CT kozpont.

A pozitron-, vagy pozitiv béta bomlas (B*-bomlas) soran — a kedvezd neutron-
proton aranyhoz képest - egy neutronban szegény, instabil mag egyik protonjat (p*) alkoto
u-kvark atalakul egy d-kvarkka, amely egy neutront (n°) eredményezve energetikailag
kedvez6bb allapotba juttathatja a magot. A folyamat soran egy kolcsonhatasokat
kozvetitd részecske, egy W™ bozon keletkezik, amely rovid élettartamanak készonhetden
pillanatszerien bomlik egy pozitronra (B*; e*) és egy elektron neutrindra (ve).

A B*-bomlas brutto folyamata az 1. és 2. egyenletekkel irhato le [19].



pt->n’+et +v, (1)
M - , AD+et +v, (2)

Ahol: M az anyaelem vegyjele, D a ledanyelem vegyjele, A az adott izotop tomegszama, Z

az adott izotop rendszama

A egyenletek alapjan lathato, hogy a bomlas soran a leanyelem tomegszama nem, csak a
rendszama valtozik. A keletkezd neutrind elektromagneses és erds kolcsonhatdsokban
nem, csak gravitacios és gyenge kolcsonhatdsban vesz részt, igy képalkotasban torténd
felhasznalasra jelenleg alkalmatlan, ellentétben a pozitronnal. Amikor a keletkezett
pozitron hatasos iitk6zést szenved el a részecskeparjaval, vagyis egy elektronnal,
annihilacio torténik. Ezen folyamat soran a részecskék nyugalmi tomegének megfeleld
energia (Ee+ = Ee- =511 keV) szabadul fel két y-foton formajaban, amelyek a
kolcsonhatasban résztvevd részecskék kezdeti impulzusatol figgden megkdzelitdleg

180°-ban sugarozdodnak szét (1. abra) [18], [19].

\ v (511 keV)

y (511 keV)

1. dbra A pozitron bomlds egyszerdisitett Feynman grdfja (A); A e* és az e annihildcids folyamat
(B) [20]

A PET képalkotas soran nem a primer folyamatban (1. abra, A) keletkez6 pozitront
detektaljuk, hanem a szekunder folyamatban (1. abra, B) keletkez6 y-fotonokat, amelyek
segitségével nagyobb érzékenység érhetd el az egyfoton-emisszids szamitogép
tomografiahoz képest (SPECT = Single Photon Emission Computed Tomography). A

PET késziilékben 1évé, gytiriiszeriien elhelyezkedd szcintillacios kristaly detektorok



érzékelik az annihilacié kovetkeztében keletkez6 gamma-fotonokat. A detektorban 1évo
kristalyokat elérd gamma fotonok fényfelvillanasokat valtanak ki, amelyeket a
fotoelektron-sokszorozok (PMT) alakitanak elektromos jellé. A PMT-k azonban nem
csak elektromos jelet képeznek, hanem fel is erdsitik azt, oly moédon, hogy 1épcsdzetesen
gyorsitjak az elektronokat és iitkozések révén tovabbi elektronok keletkezését is
generaljak [21], [22]. Az analdg-digitalis jelatalakitd (ADC) digitalis jellé alakitja az
analog jelet, ami ezutan a koincidencia aramkorbe kertil, biztositva, hogy csak azok az
események legyenek valds jelként értelmezve, amelyeket a szemben eclhelyezkedd
detektorok egyszerre érzékelnek. A PET vizsgalatok soran 2D és 3D adatgyiijtési mod is
lehetséges. A 2D mod alkalmazaséaval kollimatort hasznalnak az adatgytijtés soran, igy a
térbeli felbontas nagy lesz, azonban a fotonhozam alacsonyabb. A 3D moédnal nem
hasznalnak kollimatort, igy ebben az esetben a fotonhozam és a szort sugarzas nagy lesz,
viszont a térbeli felbontas Kicsi. A human klinikai gyakorlatban hasznalatos nuklearis
medicina képalkotd berendezései nagy méretiik és az alabb taglalt paramétereik miatt
nem alkalmasak kisallatok leképezésére, ezért felmertilt az igény kiséallat PET kamerak
megalkotasara. A human felhasznalasti PET késziilékekhez képest a két £6 kiilonbség a
térbeli felbontasban €s az axialis latotér hosszlisagdban rejlik. Térbeli felbontds az a
legkisebb tavolsag két pontforras kozott, amelynél azok még kiilonéallonak 1atszanak. Mig
a human PET késziilékek térbeli felbontasa 3-5 mm, addig a kisallat PET berendezéseké
kozel 1 mm. Fontos hatas az is, hogy a felbontas csak az érzékenység rovasara novelhetd,
amely a masodpercenkénti beiitésszam [cps] és a forras aktivitasanak [MB(q]
hanyadosaként adhaté meg [23].

A kapott térbeli felbontast nem csak a képalkotod berendezés paraméterei szabjak
meg, hanem az alkalmazott izotopok is. Ez annak koszonhetd, hogy a kiilonb6zd
tomegszamu radionuklidok altal kisugarzott e* részecskék energiaja mas-mas, ami eltérd
uthosszat (kozepes szabad uthossz) eredményez a megfeleld kozegben [19]. Ennek
koszonhetden, ha kisebb energidji pozitronokat emittalo radioizotopokat hasznalunk,
akkor a bomlas helyéhez képest térben kdzelebb torténik meg az annihilacio, vagyis a
képalkotas is pontosabb helymeghatarozast szolgaltat a primer folyamat helyérdl [22],
[24]. A legnagyobb szamban hasznalt PET radionuklid, a ®F esetén a maximalis pozitron
energia 634 keV, ami az egyik legkisebb pozitron energiaju PET radioizotoppa teszi. A
%8Ga-nak ugyanez az értéke 1899 keV, ami a képalkotas soran mar tapasztalhato eltérést
okoz a képmindségben €s lokalizacioban is [25], [26]. A konvencionalis PET izotopokon

(**C, N, 0, 8F) kiviil manapsag mar szamos pozitron-sugarzé radiofém preklinikai és
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Klinikai alkalmazasaval folynak vizsgalatok [27]. Az 1. tablazatban lathatoak a
jelentdsebb pozitron-emittald radionuklidok fontosabb adatai.

1. tablazat A nukledris medicina teriiletén alkalmazott fontosabb pozitron-bomld radioizotopok
fébb fizikai tulajdonsdgai [24], [28], [29]

Radionuklid | Felezési idé | B* bomlas (%) | Ep max. (keV)
1c 20,36 perc 99,8 961
13N 9,97 perc 99,8 1198
150 2,04 perc 99,9 1735
18 1,83 6ra 96,9 634
43¢ 3,97 ora 94,3 1474

2Mn 5,6 nap 98,2 576
64Cu 12,7 6ra 17,5 653
8Ga 67,83 perc 87,7 1899
8Rb 1,26 perc 83,3 3381
87r 3,27 nap 22,8 902

A leggyakrabban alkalmazott PET radioizotopnak, a ®F-nak a felezési ideje
kedvez0 a napi rutin betegellatashoz, a pozitron bomlas statisztikai valdsziniisége igen
nagy, raadasul alacsony a maximalis pozitron energiaja. A hatranya a radiofémekkel
szemben, hogy kovalens modon kell kapcsolni a vizsgalni kivant molekulahoz, ami adott
esetekben komplikaltabba teszi a jelolési reakciokat. Ezen tul csak ciklotronban allithatd
elé ¢és nehezebben megvalosithatd vele az tgynevezett ,,radioaktiv készlet” (kit) alapu
eldallitast. A kittek meghatarozésa a radioaktiv készitményekrdl sz616 rendelet alapjan a

kovetkezo [30]:

., Keészletek (kittek) radioaktiv gyogyszerkészitményekhez: minden olyan készitmény,
amelybdl a radioaktiv gyogyszerkészitmény felhasznaldsra kész formdjat — rendszerint
kozvetleniil a gyogyaszati alkalmazas elott — feloldassal vagy radionuklidok

hozzaadasaval keszitik el.”
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Vagyis egy-két 1épésben végrehajthatd jelolés, amely végeztével a termék azonnali
felhasznalasra keriilhet, tovabbi tisztitasi 1épések nélkiil. A 8F radiofarmakonok esetén
ez nehezebben kivitelezhetd, ezért a nem fém radioizotopok esetén inkabb a szintézis
modulok nyertek teret, amelyek a tobblépéses szintéziseket automatizaltan hajtjak végre
[31]. A szintézis modulokkal nyert tapasztalatok viszont ugyantigy alkalmazhatok
radiofémek esetén, illetve ezeken beliil is alternativ lehetdséget kindlnak a kapillaris, vagy

mikrofluidikai rendszerek, amelyeket a 3.3. pontban részletezek.

3.2. Radioizotop generatorok miikodése és felhasznalasa

A radioaktiv készitményekr6l szolo rendeletben szereplé meghatarozas alapjan a

radioizotop generator a kovetkezo [30]:

., Radionuklid generatorok: minden olyan rendszer, amely meghatarozott anya-
radionuklidot (anyaelem) foglal magaba; ez az anya-radionuklid ledny-radionuklidot
(leanyelem) termel, amelyet elucioval vagy egyéb modszerrel nyeriink és radioaktiv

gyogyszerkészitményekben alkalmazunk.”

Az els6 orvosi célra gyartott, radionuklid generatorként alkalmazott anyaelem-leanyelem
paros az 1951-ben publikalt 1¥2Te/**?] volt, amelyet par évre ra kdvetett a ma is széles
korben alkalmazott ®Mo/*®™Tc izotopgenerator [32]. 1961-ben mar elvégezték az elsé
humén kisérleteket [*"Tc]TcOs segitségével, ahol a radiotrészer metabolizaciojat

vizsgaltak és osszehasonlitottak az akkoriban alkalmazott jod radioizotopokkal (1231, 129,

131), 132]) [33]. Napjainkig megkdzelitdleg 50 kiilonbozés anyaelem-leanyelem parosbol
készitettek az egészségiigyben is hasznalhaté radionuklid generatorokat [32], [34].
A 2. tablazatban lathato azon radionuklid generatorok dsszefoglalasa, amelyek a nuklearis
medicina diagnosztikai teriiletén alkalmazhatok SPECT és PET képalkotasra. it
megfigyelhetjiik, hogy a ,kényelmes” munkavégzéshez sziikséges, hozzavetdleg
minimum 1 éras felezési idével minddssze 4 leanyelem (*‘Sc, %8Ga, "2As, *°MTc)

rendelkezik.
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2. tdbldzat A SPECT és PET képalkotds sordn potencidlisan felhaszndlhaté radionuklid
generdtorokat alkotd izotépok fébb tulajdonsdgai [32], [34]

Anyaelem Leanyelem
Generator | pojesési | Emittalas | Felezési | Emittalas | ! eihasznalis
ido modja ido modja

4Ti/44Sc 60,3 év EC 3,97 ora B* PET
S2Fe/>™Mn | 8,28 6ra B 21,1 perc B* PET
62Zn/%?Cu | 9,26 6ra EC 9,74 perc B* PET
8Ge/®®Ga | 270,8 nap EC 67,83 perc B PET
2Se/2As 8,4 nap EC 1,08 nap B PET
8Sr/%?Rb 25,6 nap EC 1,27 perc B* PET
BMo/*®"Tc | 65,92 6ra B 6,01 ora v SPECT
128Ba/1?8Cs | 2,43 nap EC 3,62 perc B* PET
134Ce/®**La | 3,16 nap EC 6,4 perc B* PET

A kiilonféle radionuklid generatorok viszonylag kis szdma azzal magyarazhato,
hogy tobb feltételnek is teljesiilnie kell, ahhoz, hogy egy napi rutinban hasznalhato,
hosszu élettartamt rendszer alljon el6. A legfontosabb, hogy az anyaelem (1) és a
lednyelem (2) felezési ideje (t'1/2, t?12) meghatrozott mértékben aranyuljon egymashoz.

A leanyelem aktivitaisa a 3. és 4. egyenletben leirtak alapjan szamolhato adott

id6pillanatban.
in2 In2
M=o A= (3)
1/2 1/2
_ M 40 (, N4t Ayt 0, -A,At
A2 = EAl (e 1 —e 72 )+A2€ 2 (4)

Ahol: 4 a bomlasi allando, ti a felezési idd, Az a leanyelem t idépontbeli aktivitasa,
A1® és A° az anyaelem és a ledanyelem to idSpontbeli aktivitdsa, A1 és A2 az anyaelem és a

leanyelem bomlasi dallandodja, mig a At at és o idopontok kozott eltelt ido.

Ennek tiikrében négy f6 eset allhat eld. Az elsé esetben a leanyelem felezési ideje
nagyobb, mint az anyaelemé (t'1.<t?1), igy az anyaelem igen gyorsan elbomlik.
A masodik eset, amikor a vizsgalt izotopok megkozelitdleg egyenld felezési idével

rendelkeznek (tl12=t%11), igy kozel megegyezd sebességgel bomlanak el. A harmadik és
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a negyedik esetben az anyaelem felezési ideje nagyobb, vagy sokkal nagyobb, mint a
lednyelemé (t112>(>)t?112), igy adott id6 elteltével egy egyensuly alakul ki a rendszerben,
[19], [32]. Abban az esetben tranziens egyensulyrdl beszéliink, amikor tl12>t?12, de
t112<10 x t?1; feltétel teljesiil, vagyis az anyaelem felezési ideje maximum tizszerese a
leanyelem felezési idejének. Ebben az esetben a generatorrdl torténd kinyerés soran a
leanyelem felezési idejének az idéskalajan beliil mar érzékelhetd az anyaelem bomlasabol
adodo aktivitas csokkenése (2. abra). Szekularis egyenstlyrol pedig akkor beszéliink, ha
tho>>t%0, és t112>10 x t212, vagyis az anyaelem bomlasanak mértéke megkozelitdleg
elhanyagolhat6 a leanyelem felezési idejéhez képest (2. abra). Leginkabb a szekularis
egyensullyal leirhaté rendszereket felhasznalva tudunk izotopgeneratorokat l1étrehozni.
A kialakitds masik f6 szempontja, hogy az anyaelem megkothetd legyen egy szilard
hordozon és arrol a lednyelem, a megfeleld, lehetdleg nem toxikus eluens segitségével

szelektiven elualhato legyen.

Tranziens egyensuly Szekuldris egyensuly
B
100 4 A
_ ] F
(%] 7 4
ps g ]
S S
= k=]
- £
<, < 104
£ £ ]
D
1 ™ T T T 1 T T T T
0 20 E 40 60 80 100 0 20 i 40 60 80 100
tmdx Eltelt id6 trnax Eltelt id6

2. dbra Izotoppdrok tranziens és szekuldris egyensulydnak lefutdsa az eltelt id6 és az adott izotdp
aktivitdsdnak a fliggvényében. [az anyaelem aktivitdsa (A);, az anyaelem és a lednyelem
aktivitdsdnak az 6sszege (B); a lednyelem aktivitdsa (C); az anyaelemtdl elvdlasztott lednyelem
aktivitdsa (D); legnagyobb eludlhaté aktivitdshoz tartozo legkisebb idépillanat (tmax)] [19]

A PET izotépot termeld generatorok koziil a legtobbet alkalmazott a ®8Ge/®®Ga rendszer.
Itt kezdetben Al>O3 allofazist hasznaltak 0,005 M-os EDTA eluenssel [35], [36], majd
késobb egyéb fém-oxidokkal (pl., Sb20s,) és kiilonbozé komplexképzé eluensekkel is
végeztek kutatisokat [37]. Az tjgeneracios %Ge/®®Ga radionuklid generatorok
megkozelitdleg 10 éve érhetdk el kereskedelmi forgalomban, amelyek allofazisa TiOz,

SnOy, vagy szerves gyanta, elualasuk pedig tobbnyire HCI oldattal torténik (0,05-1 M).
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Manapsag igéretesnek latszik az ITG altal gyartott ®8Ge/*®Ga izotopgenerator (3. abra),
amely dodecil-gallattal modositott szilikagélt tartalmaz. Mivel nem fém-oxid alapu a
generator, igy az eluatumban 1év6 szennyezd fémek mennyisége a specifikacio alapjan
egy esetben sem haladja meg 10 ng/GBq koncentraciot [38]. Ezen tul az elualoszer
0,05 M-os HCI oldat, ami megkonnyiti a radiokémiai jelolések soran az eluadtum
pufferelését, igy kisebb so koncentracio érhetd el a termékelegyekben. Az anyaelem kozel
271 napos felezési idejének koszonhetben 1-1,5 évig hasznalhatd a generator, kielégitd

mennyiségii ®Ga-ot termelve, ami 8 6ras munkaidé alatt akar haromszor is elualhato.

Generator specifikaciok

Kolonna alléfazis Dodecil-gallattal modositott szilika gél

Elsédleges boritas PEEK kolonna

Masodlagos boritds Olom konténer (vastagsag: 36-50 mm)
Eluens Steril, 0,005 M HCl oldat

Eltciés térfogat 4ml

Elticiés hozam Nem kevesebb, mint 80 %

Elticié sebessége 1-5 ml/perc

Elettartam 12 hénap, vagy 250 elicié

Elérhet6é méretek 0,3-2,0 GBq

Eluens specifikaciok
Kémiai forma %8GaCls 0,05 M-os HCl-ban

Megjelenés Tiszta, szintelen oldat

Térfogat 4ml

Eluatum kémiai tisztaség Fe/Cu/Nb/Ni/Pb/Zn/*Ga < 10 ug/GBq
Eluatum lauril-gallat tartalom <5 ppm

Radiokémiai tisztasag 295 % %°Ga Ga®* formaban

Eludtum radionuklid tisztasdg Az aktivitds min. 99,9 %-a **Ga

%8Ge és y-emittalo szennyez6k < A teljes aktivitas 0,005 %
%8Ga specifikus aktivitds Hordozémentes
Mikrobioldgiai statusz Steril

Bakterialis endotoxinok <20 EU/ml

3. dbra Az ITG (Németorszdg) 4Ge/*®Ga radionuklid izotépgenerdtor és az eluensének a
specifikacioi, illetve fontosabb paraméterei

Az eluatum kozvetleniil is hasznalhato jelzésekhez, de jobb jelolhetdség és nagyobb
molaris aktivitds elérése érdekében tovabbi tisztitasi és toményitési eljarasok is
sziikségesek lehetnek. Az irodalomban leirt fobb *8Ga(lll) tisztitasi moédszerek harom

nagy csoportba sorolhatok:

Anioncserés tisztitas: Ezen tisztitads soran a generator eluatumot olyan mennyiségii és

crer

legyen. llyen kloridion koncentracio mellett a [*3GaCls]” forma van jelen az oldatban, igy
egy er6s anioncseréld segitségével adszorbealni lehet. 5,5 M-o0s HCI, vagy NaCl oldattal

torténd mosas és N gazzal valo lefuvatast kovetden viz segitségével elualhatdé az
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ioncseréld oszlop [39], [40]. Az eljarés elénye, hogy igen kis térfogatban 4ll el a ®8GaCls
oldat, vagyis az aktivitdskoncentracié magas, viszont a %Ge-on kiviil sok mas fémion

szennyez6tol (pl.: Zn(II) és Fe(I1I)) nem tudunk megszabadulni.

Kationcserés tisztitas: Napjainkban a leginkabb alkalmazott tisztitasi modszer, ahol

szamos gyantit és toltetet probaltak mar ki, hogy minél tisztdbb %®Ga(lll) oldat alljon el6
az eljaras végén. A modszer inkabb a Kisebb savkoncentraciok mellett (0,1-0,05 M)
elualhaté generatorok esetén alkalmazhatd, ahol az adszorbealhaté fémionok kationos
formaban vannak. Ennek kdszonhetden az eludtum kdzvetleniil felvihetd a kationcseréld
oszlopra, majd megfelel6 mosasi 1épések utdn a meghatarozott Osszetétell
oldészerkeverékekkel elualhatd. Zhernosekov és mtsai. [41] AG 50W-X8 kationcseréld
gyanta tisztito hatasfokat vizsgaltak Ga(Ill)-ra, Ge(IV)-re, Zn(l)-re, Ti(IV)-re és
Fe(lll)-ra nézve. Eredményeik alapjan az eluatum felvitelét kovetden a toltetet
80% aceton/0,15 M HCI oldataval kell mosni, majd 97,6% aceton/0,05 M HCI oldattal
elualni. A modszer elénye, hogy 1 ml alatti térfogatban all eld az aktiv %Ga(lll)
torzsoldat, a feltiintetett szennyezd fémionok nagy részétl mentes lesz, illetve kicsi a
savkoncentracioja, ami konnyiti a pufferelést a jelolések soran. A hatranya, hogy acetont
tartalmaz, ami befolyasolhat egyes jelolési reakcidkat, illetve toxikussdga miatt szigort
ellendrzések végrehajtdsa sziikséges az ¢€l0 szervezetbe torténd bejuttatas eldtt. A
hatranyokat kikiiszobolend6 Eppard és mtsai. [42] eltérd kationcseréld gyantakat
vizsgaltak etanolt tartalmazo6 eluens felhasznalasaval. Azt talaltak, hogy az AG 50W-X4
kationcseréld bizonyult a leghatékonyabbnak a 8Ga(lll) adszorpcidjara, deszorpcidjara
és a szennyezd fémionok eltavolitasara. Ehhez a %Ge/®®Ga radionuklid generatorrol elualt
oldatot az ioncserélére felvitték, majd a toltetet 80% EtOH/0,15 M HCI oldattal mostak,
végiil pedig 90% EtOH/0,9 M HCI oldataval elualtak. Ezen modszer elénye az acetont
alkalmazoval szemben, hogy a kevésbé toxikus etanolt hasznalja, ami ezen ttl a gyokfogd
képességének koszonhetden csokkenti az autoradiolizisbdl adodod kémiai bomlas
mértékét. A hatranya, hogy toményebb HCI koncentraciot igényel az elualas soran, ami
igy nagyobb puffer mennyiséget kovetel meg a jelolések soran a megfelelé pH

beallitasokhoz.

Frakciondlt elvalasztas: Egy igen egyszerli modja az eluatumban 1év0 szennyezdok

mennyiségének a redukalasara. Mivel az ioncserés tisztitasi eljarasok sordan a

generatorbol Kinyert teljes térfogatot felhasznaljuk, az eluatumban 1év6 dsszes szennyezd

crer
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radionuklid generatort frakcionaltan, 1-1 ml-enként elualjuk, majd kivalasztjuk a
legaktivabb frakciot és ezt hasznaljuk jelzési reakciokhoz [43]. A mddszer elénye, hogy
gyors (mivel kihagyja az ioncsere 1épéseit) €s kozepes a szennyez6 koncentracié a tobbi
modszerhez képest. Hatranya viszont, hogy az eludlhat6 aktivitds egy nagyobb részét el
kell dobni, igy kisebb lesz az aktivitaskoncentracié a masik két modszerhez képest.

A masik, napjainkban egyre tobb kutatokdzpont érdekl8dését felkeltd izotop a *4Sc,
amely egyarant elé4llithato ciklotron és **Ti/*Sc radionuklid generator segitségével. Mar
1965-ben megemlitik a **Ti segitségével 1étrehozhatd izotdp generator elvét, de még csak
potencialisan kifejleszthetd rendszerként szerepel [44]. Mar 1968-ban megkezdddtek a
kisérletek [45], de az elsé nagy aktivitasu (185 MBQ), preklinikai vizsgalatokhoz is
felhasznalhato generator kialakitasanak ¢s alkalmazasanak a menetét csupan 2010-ben
irtak le [46]. A sziikséges “‘Ti anyaelemet ciklotronban, *Sc(p,2n)*Ti magreakcioval
allitottak eld, majd elvalasztottdk a terméket az inaktiv szkandiumtol, hogy noveljék a
44S¢/*Sc aranyt, azaz a specifikus aktivitast. A tobblépcsds tisztitasi 1épéseket kovetden
egy kolonnaba t6ltotték az anyaelemet és kidolgoztak egy eluens Gsszetételt, amivel
megfeleld szelektivitassal lehet a **Sc lednyelemet elualni. A radionuklid generétor tdltete
AG 1-X8 (Biorad) ioncserélé gyanta, mig az elualoszer 0,07 M HCI/0,005 M oxalsav
oldata. Az eluens oxalsav tartalma, illetve az esetleges fém szennyezdk jelentGsen
befolyasolhatjak a jelolési reakciokat, igy elengedhetetlen az eluatum tisztitasa,
koncentralasa. Ehhez Pruszynski és mtsai. AG 50W-X8 (200-400 mesh, HY)
kationcserélé gyantat alkalmaztak, ami 98%-ban adszorbedlta a felvitt “/Sc(lll)-at. A
mosasi lépéseket kovetéen 0,25 M, pH =4, NHisOAc segitségével eludltak a
radioizotopot [47]. Az eljaras soran 10% veszteséget irtak le, viszont az
aktivitaskoncentracio kozel a haromszorosara nétt a 3 ml-es végtérfogatnak
kdszonhetden.

A masik eldallitdsi modszer a ciklotronban torténd eldallitds, amely soran a
4Ca(p,n)**Sc magreakciot hajtjak végre. A természetben fellelhetd kalcium 2,086%-at
alkotja a 44-es tomegszamu Ca radioizotdp [48], aminek kdszonhetden nem feltétleniil
szlikséges izotopdusitott mintdk besugarzasa. Ebben az esetben természetes izotop
Osszetételi fém kalciumot pasztillava préselnek, majd céltargyként alkalmaznak
(16 MeV, 25 pA), ahol a besugarzast kovetéen a keletkez6 szkandium izotopok 95,7%-
at képzi a **Sc radioizotop [49]. A masik esetben 96,9%-ban izotopdusitott **CaCOs
pasztillakat alkalmaznak, amelyek a magreakcié utan nagyobb radionuklid tisztasagot

tudnak garantalni [50].
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3.3. A mikrofluid és kapillaris technikak alkalmazasa a radiokémiaban

A ,konvencionalis” kémiai reakcidk sordn kozel sztochiometrikus ardnyokat, vagy
egymastol kis mértékben eltéré koncentracioviszonyokat alkalmaznak. Ezzel ellentétben
a radiokémiai jelolési reakciokban a radioizotop koncentracioja (fM-pM) tobb
nagysagrenddel kisebb, mint a jel6lend6 prekurzoré (uM-mM). Az inaktiv reagens nagy
feleslege miatt a koncentracidja és annak a valtozasa alapesetben konstansnak tekinthetd
eredményez [51]. A leirtaknak megfelelden az inaktiv prekurzor koncentracidja bizonyos
mértékig csokkenthetd anélkiil, hogy az a jeldlés hatdsfokdnak romlasat okozna. Ennek
ellenére a nuklearis medicina teriiletén hasznalt szintézis modulok nagy holttérfogatainak
koszonhetden akar 1-10 mg inaktiv hatéanyagot is felhasznalnak egy jelzési reakcio
soran. A modulokkal gyértott radiofarmakonok esetén a hasznalt izotdpok altaldban a *8F,
e és 58Ga, amelyek felezési ideje rendre 109,8 perc, 20,3 perc és 67,8 perc, igy a
rendszer gyartasi ciklusideje Kritikus paraméter. Az 5-20 ml-es térfogatoknal mar
szamottevd 1d6t vesz igénybe a folyadékok mozgatdsa, a reaktorba keriild elegy
felmelegitése, a termék tisztitasa €s szilikség esetén a beparlasa. Ezen tal a kereskedelmi
forgalomban kaphaté modulok nagy részéhez nincs on-line analitika kapcsolva, ami
kiilon mindségellendrzési folyamatokat tesz sziikségessé. Egy masik kritikus paraméter a
feliilet/térfogat arany (surface-area/volume = SA/V), aminek a befolyasold hatdsa -
kiilonosképpen a nagy aktivitasok alkalmazasakor - nem elhanyagolhato [52], [53]. Az
ilyen aktivitasok velejaroja az 6nradiolizis, amely soran a molekulaba beépiilt radioizotop
kotéseit hasithatja a kiindulasi, vagy a szomszédos molekulaknak. Ennek hatasara reaktiv
részecskek, példaul gyokok jonnek létre, amelyek tovabbi kolcsonhatdsokon keresztiil
roncsolhatjak a jeldlt molekulat, igy okozva dekompoziciot és adott funkciok elvesztését.
Minél kisebb az SA/V értéke, annal nagyobb az adott feliilethez tartozo térfogat, ami
megnoveli a valdszinliségét, hogy az emittalt részecske még az oldatban elnyelddik €s
annak valamely alkotdjaval kolcsonhat, igy okozva kémiai valtozast a rendszerben.
Kapillaris alkalmazasa esetén ez az érték megnd, igy az emlitett kdlcsonhatas
statisztikailag valoszintisége lecsokken. Ahogy azt a 4. abra ,,A” részén lathatjuk a %Ga
altal kibocsatott pozitron legnagyobb valdsziniiséggel 0,2 cm tavolsagot megtéve

annihilalodik, de a maximalis hatotavolsaga vizben akar 0,8 cm is lehet. Ennek tiikrében
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kijelenthetjiikk, hogy egy atlagos, 10 ml-es reakcidoedényben a ,folyadékhenger”
belsejébodl nem jut ki részecske, a mintaban nyelddik el, amit az alacsony SA/V érték (2,6)
is sugall. 1 ml-es Eppendorf edény esetén az érték (13,9) mar megkozelitbleg 6tszoros,
mig a kapillaris rendszereket tekintve ez az aranyszam (50,4) mar 6tvenszeres, aminek
kovetkeztében az onradiolizis jelenségével kisebb mértékben kell szamolnunk (4. abra,

B).
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4. dabra Kiilonféle PET radioizotopok pozitron hatdtdvolsdga [54] (A), illetve a jeldlések sordn
haszndlt eszk6zok térfogata, belsé feliilete és SA/V hdnyadosa (B)

A felsorolt problémak orvoslasara kinalnak lehetéséget a mikrofluid és kapillaris
rendszerek. George M. Whitesides és Katherine S. Elvira megfogalmazasa alapjan a
mikrofluidika az a tudomanyég és technolégia, amelyben kis térfogat (10°-1078 liter)
folyadékokkal végziink munkat 10-500 um belsé atméréjii csatornak, vagy csovek
segitségével. Ezen til a Reynolds-szam és a hotranszferre vonatkoztatott Péclet-szam

(5. és 6. egyenlet) 250 és 1000 kozott helyezkedik el [55], [56].

_ vl ol

Re = — = = (5)
p*U*dxC.

Pe;, = Tp (6)

ahol, Re a Reynolds-szam, v az dramldsi sebesség, | a rendszer karakterisztikus
hosszmerete, p a kozeg stiriisége, V a kinematikai viszkozitas, n a dinamikai viszkozitas,
PeL a hétranszferre vonatkozo Péclet- szam, d a csatorna vagy kapillaris belsé atmérdje,
K a folyadék hdvezetképessége, Cp pedig a folyadék specifikus hékapacitdsa.
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Az igy el6allo rendszerek szamos eldnnyel szolgalnak, mint példaul: kis reagens
térfogatok, gyors és reprodukalhat6 laminaris folyadékmozgatas, hatékony keveredés €s
homogén hoé-transzfer. Radiokémiai szempontbdl pedig igen fontos, hogy nagy
aktivitaskoncentracié mellett biztosit csokkentett mértékti onradiolizist [56]-[58]. Egy
fontos lehetéség még a mikrofluidikai rendszerek esetén, hogy folyamatos aramoltatas
(continuous flow) mellett analitikai berendezésekhez kapcsolhatok [59], [60]. gy a
reagensek felszivasa, keverése, a reakciokoriilmények beallitasa, az analitikai vizsgalatok
elvégzése €s akar a termék formulézésa is torténhet egy automatizalt rendszeren beliil.

A mikrofluidikai berendezéseket mitkodésiik alapjan két f6 csoportba sorolhatjuk:
mikro-csatorna rendszerek (Micro-Channel System = MCS), illetve mikro-edény
rendszerek (Micro-Vessel System = MVS). Az MCS esetében beszélhetiink a folyamatos
aramlasu, chip, vagy kapillaris rendszerekrdl, mig az MVS miikodése a hagyomanyos
reakciok 1éptékcsokkentésén alapszik [51] (5. abra). Ezen tal kiilon kezelhetjiik az MCS
rendszereken beliil a chip-alapu reaktoroktol eltérd, kapillarisokat, valtoszelepeket és
HPLC pumpakat hasznal6 tipusokat [61], [62]. Habar az els6 mikrofluidikai kozlemény
az 1940-es években jelent meg, a teriilet iranti érdeklédés az 1990-es években kezdett

felivelni és a népszertisége napjainkban is toretlen [63].
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5. dbra Egy MCS chip alapu reaktor fényképe és elvi felépitése [64] (A). Egy HPLC berendezéssel
egybekétott kapilldris szintézis rendszer elvi felépitése [61], [65] (B)

Hulladék
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A mikrofluidika segitségével eldallitott ®F-FDG, ®F-FLT és egyéb 8F tartalmt
markerekkel egyre tobb tanulmany foglalkozik [52], [58], [64], [65], de radiofémekkel
végzett mikrofluidikai kozleményekbdl igen kevés talalhato. Az ezekben elhangzottak is
kecsegtetoveé teszik ezen rendszerek haszndlatat, mivel igen gyors, megbizhatd ¢és
anyagtakar¢kos eloallitast tesznek lehetové, ami elengedhetetlen egy radiofarmakon
széleskori elterjedéséhez [61], [66], [67]. A kdzlemények kis szama halmozottan igaz a
#Sc radioizotopra, amellyel kapcsolatos, hasonld témajii publikaciok nem voltak
talalhatok a dolgozat irasakor. Pedig 0j radiofémek, vagy potencialis fémkoto kelatorok
esetén igen gyorsan és anyagtakarékosan végezheték optimalizalasi reakciok [66]. Ezen
tulmenden a kézi jelolésekkel 6sszehasonlitva megbizhatobb adatokat szolgaltatnak az
ily médon automatizalt rendszerek, igy az eredményeik is 6sszehasonlithatobbak. Ennek
kovetkezménye, hogy egy adott radiofém esetén konnyebben valaszthatjuk ki a fémion
megkotésére legalkalmasabb kelatort, amivel a reakciokoriilmények, a prekurzor
felhasznalas és a kémiai, illetve radiokémiai hozamok is optimalizalhatok. Ezen tal egyes
rendszerek, a megfeleld beallitasok mellett preparativ elallitast és a hozzajuk kapcsolt
analitikai berendezéseknek koszonhetéen on-line mindéségellendrzést is el tudnak

végezni.

3.4. A ®Ga- és “‘Sc-jelolt biologiai markerek

A nuklearis medicina teriiletén legnagyobb szamban hasznalt PET radioizotop a
18F amelynek elényeit és hatranyait mar targyaltam a 3.1. pontban. A 8F radioizotéppal
ellentétben a radiofémek esetében kihasznalhatjuk a komplexképz6 sajatsagukat, amely
segitségével egy-két 1épéses elballitasi reakciok valnak lehetségessé. A fémionok
komplexképzddési reakcioit sok, a fémionra és a ligandumra jellemzd paraméter (pl.:
oxidacios allapot, donoratomok tipusa, ,hard-soft” tulajdonsag, hidrolitikus
tulajdonsagok) hatarozza meg. A szkandium a periédusos rendszer 3. csoportjaban, mig
a gallium a 13. csoportjaban talalhatd. Ezen tul mindkét elem a 3. peridodusban
helyezkedik el és vegyiileteikben szinte kizarolag +3 oxidacios allapotban vannak jelen.
A szkandium ([Ar] 3d* 4s?) a legkisebb rendszamu atmenetifém, igy esetében nyilik meg
elsének a 3d alhéj, mig a galliumot ([Ar] 3d*° 4s? 4p?) nézve ez az alhéj mar lezart. Mind
a Sc(I1T), mind a Ga(III) hard sav, mivel a viszonylag kis ionsugarhoz (Ga®": 62 pm; Sc3*:

75 pm) nagy t6ltés tarsul (+3). A Ga(III) és a Sc(l11) fémionok k6zo6tt a szamunkra egyik
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legfontosabb kiilonbség a hidrolitikus tulajdonsagokban keresendé. Amennyiben a
fémionok lépcsézetes hidrolizisének a pH fliggését vizsgaljuk a stabilitasi allandok
segitségével (6. abra), akkor eltérés mutatkozik a kiilonb6z6 hidroxo-formak

koncentraci6 eloszlasaban.

[Ga3t]ror = 10.00nM  1-0,100M  t=25°C [Se3*ltor = 10.00nM  1=0,100M t- 25°C
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6. dbra A Sc(lll) és Ga(lll) fémionok hidroxo komplexeinek stabilitdsi dllanddi [68] segitségével
dbrdzolt Iépcsézetes hidrolizis a pH fliggvényében (dbrdzolds: Medusa szoftver)

A gallium esetén fiziologias so-koncentraciok mellett a komplexképzéshez leginkabb
kedvezé forma, a Ga®*" megkdozelitéleg pH = 3-ig van jelen 50%-ot meghaladé aranyban.
Mar pH = 2-nél megjelenik a [GaOH]?* forma, majd tovdbb ndvelve a pH-t a tdbbi
hidroxo-komplexek is megjelenik. Mar pH = 4-nél lathaté a Ga(OH)s csapadék, ami a
pH =5-6-0t elérve kozel 100%-ban lesz jelen. Csapadék révén ez a forma nagy
mértékben gatolja a komplexképzddést. Ennek koszonheté, hogy a galliummal
jellemzéen a pH = 2-4 tartomanyban végeznek komplexképzési reakciokat. A szkandium
esetén a hidrolizis folyamata egy nagysagrenddel nagyobb hidroxidion koncentracional
indul el, azt eredményezve, hogy a komplexképzésre alkalmas pH-tartomany kitagul
(pH = 2-6). Ezen ttl a szintén csapadék Sc(OH)3 pH = 7 esetén csak megkozelitéleg 50%-
ban van jelen a tobbi formahoz képest. A leirtak mellett hangstilyozand6, hogy ezen
mérések rendre mM-os fémion koncentracio mellett zajlottak, ami akar 10
nagysagrenddel nagyobb érték is lehet, mint a radioizotopok koncentracidja a jeldlések
soran. Ezért a makroszkopikus mérések ugyan hasznos informécidkkal tudnak szolgélni,
de a radiokémiai munka soran minden koriilmények kozott indokolt a széleskori

optimalizalas.
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A leirt komplexkémiai reakciokat hasznaljuk ki, ugy, hogy az alkalmazott
radionuklidot egy megfeleld bifunkcios kelator segitségével kapcsoljuk a vizsgalni kivant
biologiai trészerhez. A 7. abra vazlatosan szemlélteti az altalanos felépitését egy ilyen
molekulanak. A radiofém a gytir{is, vagy nyilt lancu bifunkcios kelatorhoz kotve foglal
helyet a donoratomok (O, N, P, S stb.) altal koordinalva. A linker koti Ossze a
fémmegkoté centrumot és a nyomon kdvetni kivant molekulat, illetve a kémiai
tulajdonsagainak a valtoztatasaval lehetové teszi a molekula tulajdonsagainak a

finomhangolasat.

Radio-fémion
Donoratomok
Keldtormolekula

Linker

¢ ¢6 ¢ O

Vizsglandé molekula

7. abra A radiofémekkel jelolt molekuldk vdzlatos felépitése és funkcios részeinek megnevezése

Ennek kdszonhetden igen sok molekula vizsgalhato a megfeleld bifunkcios kelator
konjugalasaval, ami megsokszorozza a kiilonféle ligandumokkal végzett vizsgalatok
szamat [1]. A %Ga és **Sc esetén az egyik legkutatottabb teriilet a peptidekkel és
szarmazékaikkal foglalkozo ag.

Az egyik legels6, és még mindig az érdeklddés kozéppontjaban 1évo téma a
neuroendokrin tumorok diagnosztikdja és terapidja. Ezen tumorsejtek nagy szdmban
expresszalnak specifikus receptorokat, amik kozil az egyik legjelentdsebb a
szomatosztatin receptor, amely targetalasara %¥%7Ga, Y és egyéb izotopokkal jeldlt
radiotrészereket fejlesztettek az elmult 25 évben [69], [70]. Ilyen volt a desferal-
octreotide, illetve késébb a DTPA-octreotide peptid szarmazékok, amellyel az igéretes
preklinikai eredmények utan a tovabbi vizsgalatok megtorpantak, koszonhetden a vérbol
torténd lassu kitirtilésének [71], [72]. Ezzel egyidejiileg elindult a gallium(l11) szelektiv
komplexképzésére alkalmas kelatorok kutatasa is (DOTA, NOTA, DOTA-GA, NODA-
GA, NOPO, TRAP sth.), amelyek maguk utan vontak a kiilonféle peptidekkel alkotott

szarmazékaik biodisztribucidjanak a feltérképezését. Szomatosztatin receptort targetald
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szarmazékok a DOTA-TOC, DOTA-TATE, illetve a DOTA-NOC, amelyek vizsgalata a
mai napig folyik [73], [74].

Egy masik, nagy szamu kozleményt fel6lel6 teriilet az angiogenikus folyamatokkal
foglalkoz6 ag. Fontossaga abban rejlik, hogy a tumorok nagy szazalékanal a ndvekedés
magaval vonja a lokalis hipoxias és iszkémias teriiletek kialakulasat, amely indukalja a
daganatban 1évé angiogenikus folyamatok serkentését. Ezen folyamat monitorozasa ¢€s
megismerése lehetéséget adhat olyan tumorellenes szerek Kkifejlesztésére, amelyek
gatolhatjak a tumor novekedését. Ezen tal jobb ralatast adhat a metasztatikus folyamatok
természetére, hiszen adott daganatok metasztatikus hajlama egy méretet elérve kritikusan
megnd. Ezért, tobbek kozott az a folyamat felelds, amely soran a hipoxias teriiletek olyan
mértékben megndvekednek, amit az angiogenikus folyamatok méar nem tudnak
ellenstlyozni, emelve az attétképz6 hajlamot [74], [75]. Az angiogenezis vizsgalatara
alkalmas peptidek koziil a két legfontosabb csaladot az RGD- és az NGR-szarmazékok
jelentik (8. abra), amelyek kiilonb6z6 receptorokhoz kotédve bepillantast engednek ezen

bioldgiai folyamatokba.
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8. dbra A c(KNGRE) peptid szerkezeti képlete és egy jelélt szdrmazékdval, a ®Ga-DOTA-iINGR-el
késziilt PET felvétel (HT-1080, CD13 pozitiv tumor (fehér kér), HT-29, CD13 negativ tumor (piros
kér)) [76] (A); a c(RGDfK) peptid szerkezeti képlete és egy jelélt szarmazékdval, a *®Ga-NOTA-
[c(RGDfK)]4 segitségével késziilt PET felvétel (U87MG tumor (fehér nyil)) [77] (B)
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Az RGD (Arg-Gly-Asp) az angiogenezis soran a sejtek feliiletén kifejez6do ovfs
integrinhez specifikusan ko6tddik. Az avf3 integrin kis szamban expresszalodik a normal
epitél €és endotél sejtek felszinén, de tulexpresszalodik az aktivalt endotél sejtek és a

tumoros sejtek esetén, ezzel lehet6é téve az ilyen elvaltozasok megfigyelését [78].
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Kiilonféle kelatorokkal ellatott RGD szarmazékokkal (c(RGDfK), ¢(RGDyK) stb.)
jelenleg is szdmos kutatas folyik %®Ga-ot és **Sc-ot felhasznalva [8], [79], [80]. Az NGR
(Asn-Gly-Arg) peptid nem az oyvps integrinhez, hanem a CD13 (N-aminopeptidaz)
receptorhoz kapcsolodik specifikusan [81], [82]. A CDI13 egy membranhoz kotott
exopeptiddz, ami tulexpresszalodik a neovaszkularis endotél sejteken, illetve egyes
tumorsejtek esetén [76].

Hasonloan fontos teriiletként konyvelhetjiik el a malignus melanomaval
kapcsolatos kutatasokat, hiszen a daganat jelentds attétképz0 potencidlja miatt a
megbetegedések soran magas az elhaldlozasi rata [83]. Az agresszivitasa miatt
elengedhetetlen a primer tumor és kiillonosen a metasztazisok korai kimutatasa.
Napjainkban a o-MSH analdég, melanokortin-1 receptort (MC1-R) célzé6 molekulak,
illetve a melanin-specifikus benzamid szarmazékok tiinnek a legigéretesebbnek [84]—
[86]. Az MC1-R egy sejtfelszinen 1évé G-protein-kapcsolt receptor, amely a bér
pigmentacidjanak a szabalyzasaban jatszik fontos szerepet. Eldzetes kutatasok
kimutattdk, hogy az o-MSH analég NAPamid és a kelatorral ellatott és %Ga
radioizotoppal jelolt szarmazéka, a %8Ga-DOTA-NAPamid specifikusan kotédik a
melanin pozitiv tumorsejtek felszinén talexpresszalodo MC1-R receptorokhoz [86], [13]
(9. abra).
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9. abra Melanoma-hordozo egér (B6D2F1 néstény egér, B16F1 melanoma sejtvonallal oltva) PET
felvétele ®Ga-DOTA-NAPamid (a és b); a tumor és a vese trészer felvételének a kinetikdja (c), (A);
primer és dttétes melanoma széveti részletek autoradigrdfids képe ¢’Ga-DOTA-NAPamid
alkalmazdsdval: tid6 melanotikus melanoma metasztdzis (d), tidé melanotikus, vagy
amelanotikus melanoma metasztdzis (e), mdj melanotikus melanoma metasztdzis (f,g), primer
melanoma kérnyezd bérszévettel (h), (pontozott nyil: amelanotikus-, folytonos nyil: melanotikus
melanoma), (B)[13]
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A 9. abra ,,A” részén lathatd a tumor és a vese %Ga-DOTA-NAPamid felvételének a
kinetikaja, amin megfigyelhetd, hogy 1 6ra elteltével lecsokken a vese felvétel, illetve az
egyéb szervi és szoveti hattér. Mivel a ®8Ga felezési ideje is megkozelitdleg 1 6ra, igy a
vizsgalat esetén szdmolni kell a bomlasb6l adodd aktivitas, és igy a jelintenzités
csokkenésével is. Kézenfekvo lenne olyan radiofémekkel jelolni a DOTA-NAPamidot,
melyeknek a felezési ideje jobban idomul a megfigyelt kinetikahoz. Ilyen izotdp lehet a
43¢, amely hasonld kelatorok segitségével kapcsolhatd a peptidekhez, mint a ®Ga és
kozel 4 oras felezési ideje, illetve kisebb B* energidja miatt jobb képmindséget
szolgaltathat. A **Sc-mal kapcsolatos, kézel 200 megjelent kdzlemény kdziil minddssze
50 foglalkozik a radiofém valamilyen meglévd, vagy 0j kelatorral valo jelolésével, vagy
bioldgiai molekuldhoz torténd kapcsolasaval. Ez annak kdszonhetd, hogy az elmult 5-10
évben valt elterjedté, mind a generator alapt [46], mind a ciklotron alapt [50] eldallitasa,
ami képes volt biztositani a megfeleld tisztasagu radioaktiv prekurzort a radiokémiai

jelolésekhez.

3.5. A preklinikai vizsgalatok és a transzlacio jelentésége

Egy 1j hatéanyag hosszu utat jar be, amig forgalomban kaphatd gyodgyszer valik
bel6le, amely folyamat soran egy igen fontos l1épcsét jelentenek a preklinikai vizsgalatok.
A gyogyszerfejlesztés négy f6 részbol all: a kutatas-fejlesztésbol, a preklinikai
vizsgalatokbol, a klinikai vizsgalatokbol és végiil a feliilvizsgalatbol és jovahagyasbol
[87]. Az FDA (US Food and Drug Administration) is hasonldan tiinteti fel a fazisokat,
kiemelve, az ugynevezett ,,post-market safety monitoring”-ot, vagyis a forgalomba
hozatalt kovetd folyamatos monitorozast (10. abra). Lathato, hogy a 3-6 éves fejlesztési
szakasz utan megkozelitdleg csupan csak 1 év alatt a preklinikai vizsgélatok
elvégezhetok. Segitségiikkel a teljes gydgyszerfejlesztés idotartamahoz képest (10-15 év)
rovid ido alatt eldonthetd egy potencialis gydgyszerkészitményrdl, hogy alkalmas-e a
klinikai fazisba vald atléptetésre. A preklinikai vizsgédlatok harom {6 csoportba
sorolhatok: in vitro (sejtes); in vivo (Kis- és nagyallat); toxikologiai és egyéb

vizsgalatokat.
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10. dabra A gyogyszerfejlesztés lépéseinek vazlatos leirdsa a fejlesztéstél a forgalombahozatalt
kévetd monitorizadsig, feltiintetve az adott fdzis varhatd iddigényével

Az in vivo preklinikai vizsgalatokra gy tekinthetiink, mint egy hid, ami az in vitro
vizsgalatokat és a klinikai fazist koti 6ssze. Még ma sem rendelkeziink olyan in vitro
molekularis bioldgiai modszerekkel, amelyek segitségével a kiilonbozd (pl. daganatos)
megbetegedések lefolyasanak minden aspektusat tudjuk vizsgélni. Ez példaul igaz a
tumorok attétképzé hatdsara, vagy kiilonbozo gydgyszermolekuldk €16 szervezetre
gyakorolt hatasara, szervezeten beliili megoszlasara és anyagcsere-folyamatokba torténd
bekapcsolodasara is. Az emlitett vizsgalatokhoz in vivo kisérletekre, allatmodellekre és

allatkisérletekre van sziikség.

Az allatkisérletek legfobb etikai alapkdveit W. M. S. Russell és R. L. Burch tette
le 1959-ben, amelyet azota 3R-stratégia néven emlegetnek [88]. A 3 f6 alapelve: a
Replace (helyettesités), Reduce (csokkentés) és a Refine (finomitas). A ,,Replace” soran
a lehetd legnagyobb mértékben probaljuk helyettesiteni az allatkisérleteket mas
modszerekkel, mint példaul sejtvonalak, szovetek, szervek, gerinctelen allatok, vagy
kétéltliek larvainak az alkalmazasaval. A ,,Reduce” iranyelve, hogy a kisérleteink szama
az elérhetd legalacsonyabb legyen, illetve a résztvevd allatok szama ne legyen tobb a
feltétlen sziikségesnél. A ,,Refine” alatt azt értjiik, hogy a vizsgalataink alatt térekedjiink

a noninvaziv technikdk, altatds és fajdalomcsillapitas alkalmazasara, illetve tartsuk
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mindig szem el6tt a kiséreltben résztvevd allatok komfortjat. A modern képalkotd
eljarasok szdmos esetben kedvezobbek a 3R-stratégia tekintetében, mint a hagyomanyos
in vivo preklinikai megkozelitések, hiszen ugyanazon egyedek vizsgalhatok az egész
kisérletsorozat alatt, akar tobb id6pontban is, amely jelentésen csokkenti a sziikséges

allatok szamat [89].

A kisallat képalkoto diagnosztikai berendezések megegyeznek a nuklearis medicina
teriiletén, a napi rutin betegellatasban alkalmazott eszkdozokkel a mérettdl €s az ezzel
kapcsolatos paraméterektdl eltekintve. Ugyantigy megtalalhatd a segitségiil hivhato
repertoarban a PET, SPECT, MRI, CT, ultrahang és az optikai képalkotas is. A klinikai
¢s a preklinikai berendezések térbeli felbontoképességét nézve jelentds kiilonbség
figyelhetd meg. Altalanosan kijelenthetd, hogy MR esetén ~1 mm a klinikai és 100 pm-
nél kisebb a preklinikai eszkdz térbeli felbontoképessége. Ugyanez az érték CT esetén
~2 mm ¢és ~100 pm, PET-nél ~5 mm és ~1 mm, mig a SPECT-et nézve ~1 cm és ~1 mm
[90], [91]. Erre a felbontasbeli kiilonbségre sziikség is van, hogy a 10-30 cm-es
mérettartomanyban vizsgalt kisallatokrol megfelelden értékelhetd felvételek, képek

szulethessenek.
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4. Metodikak

4.1. Felhasznalt vegyszerek, reagensek és eszkozok

A kémiai munkdm sordn alkalmazott vegyszerek €s reagensek a kovetkezokben
felsorolasra keriilnek (zar6jelben feltiintetve a tisztasag és egyéb paraméterek, illetve a

gyarto/forgalmazo):

1-Oktanol (synth. Sigma-Aldrich); #Na forras (Isotope Products Laboratories, M1-643,
1,17 MBq - 2015.06.01.); AAZTA-C9, AAZTA-(tBu)s (Bracco); ACN (LC-MS,
Scharlau); AG 1-X8 anioncserélé (200-400 mesh, Cl- form, BIO-RAD); AG 50W-X8
kationcserél6(200-400 mesh, H*-form, BIO-RAD); Ca (99,99%, Sigma-Aldrich); DCM
(analytical, Fisher Chemicals); DGA gyanta (DN-Resin — B, Triskem); DMF (ACS, anal,
CARLO ERBA); DOTA (ABX); DOTA/DOTA-GA/NOTA/NODA-GA-Maleimid
(Chematech); Ecetsav (99-100%, a.r., ZENCHEM Kft.); Etil-acetat (a.r. ZENCHEM
Kft.); EtOH (96%, MOLAR); Gélsziird (Sephadex, G25), DOTA-NAPamid (TFA form,
ABX); viz (Mili-Q); Hangyasav (ROTIPURAN, >98%, p.a., ACS, ROTH); HBTU
(>98,0%, T, Sigma-Aldrich), DIPEA (>99,5%, ROTH); HNOs (7%, ACS, Sigma-
Aldrich); ITLC-SG réteg (Agilent); NaClO4 (ACS, >98%); NaOH (50%, ROTH), BSA
(lyophilized powder, >96%, Sigma-Aldrich); NH4sOAc (>96%, ROTH); n-Hexan (ACS,
CARLO ERBA); NODA-GA-c(RGDfK) (ABX); NOTA/NOPO (Chematech); Oxalsav
(>99,5%, p.a., ACS, ISO, ROTH); PBS (Roti-CELL, ROTH); Strata SCX kationcserélé
(30 mg, 1 ml, Phenomenex); Strata X (RP, 30 mg, 1 ml, Phenomenex); TFA (>99,9%,
ROTH); u.p. viz (ROTIPURAN Ultra, ROTH); u.p. HCI (ROTIPURAN Ultra 34%,
ROTH);*TiCls (2 M u.p. HCI, Cyclotron Co., Obninsk).

A kémiai munkam soran alkalmazott eszk6zok és berendezések a kovetkezok

voltak (zarojelben tipus, egyéb paraméterek, illetve a gyartd/forgalmazo):

Doziskalibrator (ISOMED 2010, MED); Gamma szamlaléo (Wizard 2048 Automatic
Gamma Counter, energiaablak: 350-650 keV, Perkin Elmer); ciklotron (GE PETtrace
800, 16 MeV); HPGe gamma spektrométer (Canberra GC 2018, 10-100 kBq); Mediso
Any Scan; UPLC (Waters Acquity UPLC I-class, PDA UV detector, RA detektor: Flow
Star LB 513, Berthold); MS (Waters Xevo G2 Q TOF); Frakcioszedd (Foxy Jr., ISCO);
Vortex (VELP Scientifica), Centrifuga (202 MC, Sigma)
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A bioldgiai vizsgéalatokhoz a kdvetkezd anyagokat és eszkozoket hasznaltuk

(zéargjelben tipus, egy¢éb paraméterek, illetve a gyartd/forgalmazo):

B16-F10 sejtvonal (ATCC); A375 sejtvonal (ATCC); DMEM médium (DMEM, High
glucose, GlutaM AX™ Supplement, pyruvate, ThermoFisher); FBS (Fetal Bovine Serum,
Sigma-Aldrich); MEM vitamin (Sigma-Aldrich); RPMI-1640 médium (Sigma-Aldrich);
T75 tenyésztéflaska (Sarstedt, Germany); gamma szamlalé (Perkin-Elmer Packard
Cobra, Waltham, MA, USA); Allatok (C57BL/6, BALB/c, CB17 SCID); IVC rendszer
(Techniplast, Italy); VRF1 (Akronom); Kisallat altatogép (Tec3 Isoflurane Vaporizer,
forannal); SPECT/CT (nanoScan SPECT/CT, Mediso); PET/MRI (naonScan PET/MRI,
Mediso); a-MSH ([Nle4, D-Phe7]-a-Melanocyte Stimulating Hormone, Sigma-Aldrich)

4.2. A *Sc radioizotop eléallitasi médszerei és osszehasonlitasuk

Az generitor anyaelemét, a **TiCls-ot (2 M-0s u.p. HCI oldatban) ciklotron
besugarzas révén biztositotta a Cyclotron Co., Obninsk. A generator t6ltése idején csupan
Filosofov és mtsai. [13] rendelkeztek az irodalomban kézolt *“Ti/**Sc radioizotop
generatorral, igy az altaluk leirtak alapjan végzetiik el a tisztitasi 1épéseket €s az elsd

betoltést.
4.2.1. *4Ti/**Sc radioizotop generator elkészitése

A generator megépitésének a kémiai alapjat a Sc(IIl) és Ti(IV) oxalsavval alkotott
bomlasa tette lehetévé [92], [93]. A két fémion esetén pH = 1-4 tartomanyban, oxalsavas
kozegben a [Sc(C2Ha)2(H20)2]" és [Ti(C2Ha)2(OH)2]* dsszetételii komplexek vannak
jelen [94], [95].

A “Ti anyaelem tisztitasa:

Egy kolonnat (H=16 cm, ID =1,6 cm, V = 32,2 cm®) AG 50W-X8 kationcserélé
gyantaval toltottiink meg, majd 200 ml viz, 1000 ml 4 M-os u.p. HCI és 50 ml viz
segitségével mostuk. A #TiClz mintat (2 M-0s u.p. HCI oldatban; gyarté altal megadott
névleges **Ti aktivitds: A«“ri=3 MBQ; doziskalibratorral, ®8Ga csatorndn mért

Osszaktivitas: A“ti+“sc = 25,41 MBQ) felvittiik a kolonnara, amit 8 ml 1 M-o0s u.p. HCI,

30



9 ml viz és 15,5 ml 1 M-os u.p. HCI bemosas kovetett. A toltet mosasat 45 ml 1 M-os u.p.
HCI, 30 ml 2 M-o0s u.p. HCI, 160 ml 3 M-os u.p. HCI1 és 200 ml 0,5 M-0s oxalsav oldattal
végeztiik, mikozben 10 ml-es frakciokat gytjtottiink és mértiik az aktivitasukat a szedést
kovetden, illetve 24 ora elteltével (doziskalibrator ®®Ga-csatorna, gamma szamlalo).
Masnap elvégeztiik a masodik tisztitasi 1épést, amihez AG 50W-X8 kationcseréld
gyantat hasznaltunk egy kolonnaba tdltve (H =17 cm, ID =1,6 cm, V = 34,2 cm®). Az
elézoekben leirt bemosast kovetden felvittiik az elso tisztitasi 1épés soran 2 és 3 M-0S u.p.
HCI oldattal elualt legaktivabb frakciokat, majd 45 ml 1 M-os u.p. HCI oldattal 180 ml
2 M-os u.p. HCI oldattal, 60 ml 4 M-os u.p. HCI oldattal, 60 ml 6 M-os u.p. HCI oldattal
¢s 30 ml 0,5 M-o0s oxalsav oldattal mostuk és elualtuk a rendszert. Ebben az esetben is
10 ml-es frakciokat gy(jtottiink és ezek aktivitasat a szedést kovetden, illetve 24 ora

elteltével mértiik doziskalibrator (®®Ga-csatorna) és gammaszamlalo segitségével.

Az elsé betdltés:

A generatorba torténé betdltéshez a **Ti radioizotopot tartalmazé frakciokat
szarazra paroltuk, majd tobbszords Oblitéssel feloldottuk Osszesen 20 ml 0,1 M-0s
oxalsav oldatban. Ezt felvittiik egy AG 1-X8 anioncseréldvel toltott kolonnara (H =5 cm,
ID =0,4 cm, V = 0,63 cm3), amelyet elétte 20 ml 12 M-os u.p. HCI oldattal, 10 ml vizzel
és 0,1 M-os oxalsav oldattal kondicionaltunk. A kész izotépgeneratorrol a **Sc(l11) radio-
fémiont szelektiven 10 ml, 0,07 M-os u.p. HCI/0,005 M oxalsav oldattal elualtuk, amely
soran az eludtumokat mindig megdriztiik és az aktivitasukat mértiikk. A méréseket 48 ora
elteltével gammaszamlald segitségével végeztiik el, hogy lassuk az esetleges *Ti
kimosodast, majd sugarvédett helyre tettiik az egyéb, **Ti 4ltal esetlegesen kontaminalt

eszkozokkel egyiitt.

A masodik betoltés:

Az elsd generdtor hasznalata soran észlelt **Ti veszteség miatt a generdtor
ujratdltése mellett dontottiink, amihez a generatorrdl leoldott “TiCls-ot, illetve az
elualasok és a jelolési reakciok soran megdOrzott oldatokat és mosofolyadékokat
hasznaltuk fel. El6szor ezeket liofilizaltuk, majd a beszaradt oldatokat egyre kisebb
térfogatli vizben oldottuk fel és Ujra liofilizaltuk. Ezt addig ismételtiik, mig a teljes
aktivitast 5 x 20 ml-ben fel tudtuk oldani (0,1 M oxalsav; 0,521 MBq - %Ga csatornan),
majd megkotottik 100 mg kondicionalt (1 ml 12 M-os u.p. HCI, 10 ml viz) AG 1-X8

anioncserélé gyantan és mostuk 10 ml vizzel. A nagyobb aktivitaskoncentracid elérése
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érdekében a gyantat 1 ml 1 M-os, 1 ml 4 M-os és 1 ml cc. u.p. HCl segitségével elualtuk.
Ezt kdvetden leoldottuk a generatoron megkotdtt ““Ti(IV) anyaelemet 25 ml cc. u.p. HCI
segitségével és egyesitettiik az elsé 1épésben kapott 3 ml (megkdzelitéleg 8 M-0s) u.p.
HCI oldattal. Majd rotacios vakuumbeparld hasznalataval szarazra paroltuk és feloldottuk
Osszesen 4 ml 0,1 M-os oxalsav oldatban. A kromatografias oszlopot eldtte kimostuk
(viz, 0,1 M oxalsav, viz) és félig (H = 2,5 cm) tolt6ttiik kondicionalt (1 ml 12 M u.p. HCI,
10 ml viz) AG 1-X8 anioncserélével, majd ezt is mostuk 0,1 M-os oxalsavval. Ezt
kovetden a “Ti(IV)-t tartalmazo oldatot lassan felvittiik a félig to1tott oszlopra, ugy, hogy
az elézoleg betoltott allofazist ne keverjiik fel. Az ehhez a 1épéshez hasznalt fecskendét
mostuk 2 ml 0,1 M oxalsav eluenssel, amit feltltottiink az oszlopra, az eléz6ekben leirt
modon. A végso [épésben teletdltottiik a generatortestet a maradék kondicionalt AG 1-X8
gyantaval, lezartuk és T-csapokkal lattuk el. A generator elualasat minden esetben
10-10 ml (0,07 M u.p. HCI/ 0,005 M oxalsav) térfogatban végeztiik ,,direkt”, illetve
,reverz” modon, majd jeldlésekhez 50-100 mg kondicionalt AG 50W-X8 kationcseréld
gyantan tisztitottuk (felvitelt kovetden mostuk 1-3 ml viz segitségével, majd elualtuk 1 ml
0,25 M-0s pH = 4 NH4OAc pufferrel). A direkt moédon torténd elticio soran a generatort
az eredeti toltési iranyanak megfelelden, mig a reverz folyamatnal ellentétesen elualtuk.
A generatorba toltott *4Ti és az esetleges buborékok helyzetét megfeleld idokozonként

SPECTI/CT segitségével kovettiik.

4.2.2. A *Sc ciklotronos eléallitasa és az ezt koveto tisztitasa

A Debreceni Egyetem Orvosi Képalkoto Intézetével kozremiikodve lehetségiink
nyilt ciklotronban eldallitott, nagy aktivitist (200-400 MBq) **Sc radioizotoppal is
dolgozni. A besugarzas soran egy GE PETtrace 800, 16 MeV ciklotront alkalmaztak,
amely segitségével egy hazi készitésii céltargyat sugaraztak be. A céltargy elkészitéséhez
120 mg természetes izotopdsszetételii kalciumot (*°Ca: 96,941%, “?Ca: 0,647%, “*Ca:
0,135%, “*Ca: 2,086%, “6Ca 0,004%, “6Ca: 0,187%; kémiai tisztasag: 99,99%) 5 tonnas
hidraulikus préssel 8 mm atmérdjii présforméaban kb. 2 mm vastag pasztillava sajtoltak,
amit egy 35mm atméréjii, 3 mm vastag aluminium korong koézepén 1évo furatba
préseltek. A besugarzas soran a ciklotronbol kilépd protonnyaldb egy 25 €s egy 50 um
vastag Havar (42% Co, 20% Cr, 13% Ni, 3,8% W, 2,4% Mo, 1,6 Mn, 0,2% C, 0,05% Be,
Fe) folian halad keresztiil, ahol a folidk hiitését hélium biztositja. A 1égkdri nyomason

1év6 céltargy besugarzasa 30 pA aramerdsség mellett 30-60 percig tartott, ami alatt a
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felszabadulé homennyiséget a korong hatlapjaval érintkezd, folyamatosan keringd viz
(4 l/perc) vitte el. A besugarzast kovetden a céltargy koriilbeliil egy orat allt, hogy a rovid
felezési idejii szennyezo i1zotopok elbomoljanak.

Az eléallitott “*Sc radioizotopot az aluminium korongba préselt Ca matrixban
kaptuk meg. A besugarzott fém-kalcium kiolddsdhoz a korong feliiletére szoritott,
O-gytrtivel ellatott teflon tombot hasznéltunk, amelyhez két tefloncsé csatlakozott.
A rendszeren 5 ml, 3 M-os HCI oldatot nyomtunk at hozzavet6leg 1 perc alatt, ami elég
volt, hogy a 120 mg kalciumot megkézelitéleg teljesen kioldjuk a rendszerbél, a *4Sc-ot
pedig *4ScCls forméaba hozzuk. A Kkapott oldatot 70-150 mg DGA (Triskem, alul-feliil
frittekkel ellatott oszlopba toltve) allofazison (kondicionalas: 1 ml 3 M-os HCI oldat;
1 ml 1 M-os HNOs oldat; 1 ml 0,1 M-os HCI oldat; 3 ml 3 M-os HCI oldat) nyomtuk
keresztiil. Mostuk az oszlopot 3 ml 3 M-os HC1 és 3 ml 1 M-0s HNOs3 felhasznalasaval,
majd fecskenddvel manudlisan lefujattuk a folyadékot a toltetrol. A DGA elualasa
frakcionaltan (200-200 pul) tortént 2 ml 0,1 M-os HCI oldat felhasznalasaval. A jelolési
reakciokhoz az els6 és utolsod frakcidkat eldobva, a legnagyobb aktivitasu frakcidkat

egyesitettiik és hasznaltuk.

4.2.3. A generatorral és a ciklotronnal termelt #‘Sc segitségével elért jelolési

hatasfokok osszehasonlitasa

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy melyik eloallitisi mod eredményez nagyobb
tisztasagn **Sc oldatot - ennek kdvetkeztében pedig jeldlésre alkalmasabb radioizotopot -
(30; 10; 3; 1; 0,3; 0,1; 0,03; 0,01 uM) DOTA jeloléseket hajtottunk végre a kovetkezd
recept alapjan: 10 ul 0,1 M-os u.p. HCI, #ScCls oldat + 80 pl1 0,25 M-0s pH = 4, NH4sOAc
95 °C hoémérsékleten inkubaltuk kilyukasztott tetdvel ellatott 1 ml-es Eppendorf
edényben. Mindségellendrzéshez 10 cm hossza ITLC-SG (Agilent) vékonyréteget
alkalmaztunk, eluensként pedig vizet. A leirt kromatografias rendszert hasznalva a
kelatorral komplexet nem képzd “/Sc(l11) a startponton maradt (Rf = 0,0-0,1), mig a **Sc-
DOTA komplex a folyadékfronttal mozgott (Rf = 0,9-1,0).
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4.2.4. A *Sc mérésére alkalmas déziskalibratoros csatorna létrehozasa

Az altalunk hasznalt doziskalibratorban az elérhetd radioizotop csatorndk kozott a
4gc-csatorna nem volt megtalalhatd, igy a *Ti tisztitasi 1épéseket, illetve az elsd
generatorbol nyert aktivitasi adatokat minden esetben ®8Ga-csatornan mértiik. A méasodik
generator betdltését kdvetden keriilt sor a **Sc-csatorna létrehozasara, illetve a csatornak
kozotti szorzéfaktorok meghatarozasara. Jelen értekezésben szerepld aktivitasok minden
esetben **Sc-csatornan mért, vagy arra atszamolt adatok és eredmények. Ez alol kivételt
képez a “*Ti tisztitdsa és a generdtor betdltése kdzben mért aktivitisok, mivel a
doziskalibratorban egyszerre keriilt lemérésre az anyaelem ¢és a leanyelem, amelyre
késdbb, kiilon szorzéfaktort nem hatdroztunk meg. A **Sc csatorna létrehozasat és
kalibraldsat a Dr. Szabo Sandor és Forgacs Attila, mig a **Sc és 18F tartalm@i pontforrasok
¢s fantomok elOkészitését én végeztem. A méréseik soran harom eltéré modszert
dolgoztak ki a kalibralas elvégzéséhez, amelyeket az alabbiakban részletezek [96]. A

harom modszer soran hasznalt izotopok fontosabb fizikai adatit a 3. tablazat tartalmazza.

3. tdbldzat A #“Sc kvantitativ aktivitdsmérésének kidolgozdsa sordn alkalmazott izotépok felezési
ideje (ti/:), az emittdlt részecskék enegidja (E), illetve az emittdlds valdszintisége (1) [97]

Izotop tie (L/':) I(Elﬁ:\n/a; ((:/Z) ) (klzl)
18F 1,83 6ra 96,7 635 - -
22Na | 21,99 év 90,3 546 99,9 1275
4G 3,97 éra 94,3 1474 99,9 1157

4Sc mérése HPGe detektor segitségével

A vizsgalatokhoz a Debreceni Egyetem Fizikai Intézetében, a Kisérleti Fizika
Tanszéken talalhatd nagyfelbontast HPGe gamma spektrométert alkalmaztuk. Az
egyiittmiikodés soran Dr. Raics Péter volt a segitségiinkre. Elséként az idealis geometriai
¢és aktivitas viszonyok kialakitasa tortént meg pontszerii etalon forrasok segitségével. Ezt
kovetden keriilt sor a **Sc mérésére a kordbban kialakitott geometriaval, és az elore
meghatdrozott aktivitas tartomdnyban. A kvantitativ eredmények megadasara szolgalo

hatasfokok, belitésszdm és aktivitds kozott kapcsolatot teremtd szorzotényezoket
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meghataroztuk a jellemz6é gamma-energidknal. Az 511 keV és 1157 keV esetén kapott

adatok segitségével szamolhaté volt a **Sc abszolt aktivitas.

4Sc mérése **Na forrasra kalibralt doziskalibrator **Na csatorndjan

Egy, a cégiinknél rendelkezésre allo, hiteles 2’Na forras segitségével kalibraltuk a
doziskalibrator ??Na csatornajat (Calibration/Adjustment), majd ezen a csatornn
vizsgaltunk kiilonbdzd aktivitasu a **Sc mintakat. A modszer alkalmazhatésaganak az
alapja, hogy mindkét radioizotop kozel azonos valdszinliséggel szenved el pozitron

bomlast, illetve emittal hasonlo nagyenergiaja y-fotonokat (3. tablazat).

4Sc mérése gamma kamerdn felvett energia spektrumbol

A meghatéarozashoz egy harom fejes MEDISO — AnyScan tomografot hasznaltunk.
Mivel a '8F-nak csak 511 keV-0s gamma-fotonja van, igy 450-650 keV energiaablak
mellett kalibracios egyenest vettiink fel csokkend, ismert aktivitasu 8F forrasok
segitségével. Ugyanezen beallitasok mellett tobb ismert aktivitasti ’Na forras esetén is
kalibraciot végeztiink. Ennek segitségével a 2Na ismert aktivitasi mintaja altal generalt,
450-650 keV tartomanyban 1évé beiitések szdma Osszevethetd volt az ugyanilyen
aktivitasti 18F beiitéseinek a szdmaval, igy meghatarozhat volt a két izotop kozotti

szorzofaktor, amit Kiterjesztettiink a **Sc mérésére is.

4.2.5. A ¥Ti/*Sc generator allapotanak a monitorozasa SPECT/CT segitségével

A #Ti/*Sc generatort egy egéragyba (MultiCell mouse Imaging Chamber, Mediso Kft.,
Magyarorszag) rogzitettiik vizszintes helyzetben, majd a FOV (Field Of View)
kozéppontjaba pozicionaltuk és statikus méréseket végeztiink a preklinikai nanoScan
SPECT/CT (Mediso Kft., Magyarorszag) késziilékkel, ahol a **Ti alacsony energids
gamma fotonjait mértiikk (67,86 keV, 78,32 keV) (Multi-pinhole kollimator (APT62);
energia ablakok: 60,3-73,7 és 70,2-858 keV). A generator lokalizacidjanak
meghatarozasadra CT felvételeket készitettiink (Number of projections: 480; Zoom:
maxFOV,; X-ray power: 50 kVp, 860 uA; Exposure time: 300 ms). A SPECT adatok
rekonstrukcidjat 3 dimenzidoban (TT3D-Normal Dynamic Range; iteration: 48;

resolution: 128; attenuation: AC+SC) Tera-Tomo szoftverrel (Tera-Tomo, Mediso Kft.,

35



Magyarorszag) végeztiik. A SPECT és a CT képek automatikusan regisztralasra keriiltek
a SPECT/CT késziilék gyiijté szoftvere (Nucline) altal. A rekonstrualt, reorientalt és
regisztralt képeket az InterView FUSION (Mediso Kft., Magyarorszag) képelemzo

szoftverrel elemeztiik.

4.3. ¥Sc és %Ga izotépokkal végzett jelzések Kkapilliris rendszer

segitségével

A kapillaris rendszer megtervezését €s Osszeszerelését Dr. Szikra Dezs6 végezte az
eléz6 verzio [61], [67] tovabbfejlesztéseként. A Kialakitott rendszer tesztelését,
fejlesztését, a jelzési reakciok kivitelezését és optimalizalasat én végeztem.

4.3.1. A Kkapillaris rendszer felépitése és miikodése

A kapillaris-rendszer vazlatos felépitését a 11. abra mutatja be.

Fecskend6pumpa Hulladék
- f [-l
®(Szele zele zele
<3 Kolonna
RA
Detekt¢
(¢}
Radiofém  Jelélend6 Reaktor Pumpa
oldat oldat

11. abra A kapilldaris-rendszer vazlatos felépitése, a f6bb alkatrészek kiemelésével

A rendszer alapjat harom HPLC szelep (Szelep 1/2/3; Rheodyne Titan MHP)
alkotja, amelyek teflon kapillarisokon keresztiil kapcsolédnak (ID: 0,25 mm) és a
vezérlésért egy Arduino Mega kartya felelés. A folyadékmozgatast egy dupla-
fecskenddvel ellatott fecskendépumpa (Fecskendépumpa) végzi, amelynek segitségével
a megfelelé folyadékok (Radiofém oldat, Jelolendé oldat) Gsszeinjektalhatok egy
fiithet6 PEEK loop-ba (Reaktor; ID: 0,15 mm, 25 ul; IDEX). A reaktorbdl kikeriilé

reakcioelegy kozvetleniil (on-line) keriil egy analitikai kolonnara, ahol az elvalasztas
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torténik (Kolonna, Pumpa). Ehhez egy Waters Acquity UPLC I-Class HPLC rendszert
¢és egy Berthold LB517 (20 ul-es MX plasztik szcintillator cella) radioaktivitas detektort
(RA-Detektor) alkalmaztunk. A mosasi ciklus (Mos6, Hulladék) mar a reakcidelegy

reaktorba jutasakor elkezdddik €s az analitikai elvalasztas kezdetével véget is ér.

4.3.2. A Kkapillaris rendszer beallitasa és tesztelése

Az reprodukalhatosag ellenérzéséhez acetofenon és fenil-etanol oldatokat
alkalmaztunk, ahol egymast kovetd injektalasok soran az UV (220 nm)
kromatogramokon kapott csucsok teriiletének szorasat vizsgaltuk. A két injektalas kozotti
keresztszennyezés csokkentését a mosdfolyadék valtoztatasaval és a mosasi ciklus
idejének novelésével értiik el. A jol ismételhetd injektalasok elérését kovetden a két g
(11. abra) szinkronizalt folyadékmozgatasat optimalizaltuk, amihez szintén acetofenont
¢és fenil-etanolt alkalmaztunk. Az injektalasokat kdvetden a kromatogramokon kapott
cstcsok teriiletének az aranyabol szamithato volt, hogy a reaktorba milyen térfogatban

jut be a két vegyiilet.

4.3.3.44Sc jelzések optimalizalasa funkcionalizalatlan kelatorokkal

A “Ti/**Sc generatort a 4.2.1. pontban leirt, 2. betdltés utani protokoll alapjan
elualtuk. A 20 ml eluatumot egy kationcseréld tolteten megkotottiik (50 mg, AG 50W-
X8), majd 1 ml vizes mosast kdvetden elualtuk 1 ml 0,5 M-os, pH = 4 NHsOAc pufferrel
200 pl-es frakciokat szedve. A jelzési kisérletekhez a rendszer 20-20 pl pufferelt #*Sc(l11)
oldatot és funkcionalizalatlan kelatort (DOTA, NOTA, NOPO; 12. abra) tartalmazd
oldatot (200, 60, 20, 6, 2, 0,6 uM) szivott fel. Ebbdl injektalt 10-10 pl-t a 95 °C-ra fiitott,
25 ul-es PEEK reaktorba, ahol a keverék 5 percet tartozkodott, majd a reakcididé
leteltével egyenesen a kolonnara (Adsorbosphere XL SCX 4,6 x 250 mm) keriilt. Az
analitikai elvéalasztashoz a kovetkezd eluenseket és gradiens moddszert alkalmaztuk:
aramlasi sebesség: 0,6 ml/perc; eluensek: A: viz, B: 0,82 M NaClO4/0,05 M oxalsav/10%
ACN; gradiens: 0 perc: 100% A, 5 perc: 100% A, 14 perc: 100% B, 19 perc: 100% B,
20 perc: 100% A.
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12. ébra A *Sc radioizotdppal végzett optimalizdcids reakciékndl haszndlt funkcinalizdlatlan
keldtorok szerkezeti képletei és elnevezésiik

4.3.4.%4'Sc és 58Ga jelolések optimalizalasa maleimid szarmazékokkal

A “Ti/*Sc izotopgenerator elualasa és tisztitasa a 4.2.1 és 4.2.2. pontban leirtak
alapjan tortént. A 8Ga(lll) jeldldoldat elkészitéséhez frakcionaltan elualtuk a 8Ge/®®Ga
izotopgeneratort 0,05 M-o0s u.p. HCI oldattal, majd a legnagyobb aktivitasu frakciobol
Kivett 100 pl-hez adtunk 900 pul 0,5 M, pH =4, NH4OAc puffert. A kapillaris rendszer
segitségével elvégzett jelolési reakciok a 4.3.3. pontban leirt mdodon torténtek a
részletezett jeloléoldatok felhasznalasaval. Az analitikai elvalasztas a maleimid
szarmazékok (13. abra) esetében egy Kinetex XB-C18; 2,6 um; 4,6 x 50 mm kolonnan
tortént izokratikus koriilmények kozott. A 8Ga-DOTA-Maleimid, a %Ga-NOTA-
Maleimid, a *‘Sc-DOTA-Maleimid, a *Sc-NOTA-Maleimid, a *‘Sc-DOTA-GA-
Maleimid és a **Sc-NODA-GA-Maleimid esetén az eluens oxalsav (0,01 M; pH = 3) volt,
0,6 ml/perc dramlasi sebesség mellett. A 8Ga-DOTA-GA-Maleimid és a %8Ga-NODA-
GA-Maleimid esetén az oxalsavas (0,01 M; pH = 3) eluens tartalmazott 2,7% ACN-t,
hogy gyorsitsa az elvalasztast. A jelzési reakcidk soran eltérd pH és kelator koncentraciok

esetén vizsgaltuk a radiokémiai tisztasagot és a radiokémiai hozamot (RCP, RCY).
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13. dbra A kiilénb6z8 maleimid szdrmazékokkal végzett “Sc és 8Ga jelélések sordn alkalmazott
vegyliletek szerkezeti képlete és neve

4.3.5.445¢c/%Ga-NODA-GA-c(RGDfK) l1éptéknovelt eldallitasa

Az 4.3.4. pontban a kapillaris rendszer altal meghatarozott optimalis jelzési
koriilmények kozott végeztiik el a 1éptéknovelt jeloléseket, azzal az eltéréssel, hogy a
reaktor térfogatat 200 ul-re, a felszivott reagensek térfogatat pedig 150-150 pl-re
noveltiik. A nagy aktivitaskoncentracio eléréséhez ciklotronban eldallitott szkandiumot
hasznaltunk. A *Sc esetén a tisztitaishoz és a toményitéshez a 4.2.2. pontban leirt
modszert hasznaltuk, azzal az eltéréssel, hogy a DGA gyantarol eludlt frakciokat (els6 és
utolso frakcio kivételével) felvittiik egy kondicionalt (1 ml 3 M u.p. HCI oldat; 5 ml viz;
1 ml 0,1 M u.p. HCI oldat) er6s kationcseréld, Strata SCX oszlopra (30 mg) majd mostuk
1 ml 0,1 M u.p. HCI oldattal és 1 ml viz segitségével. Az elticiot 2 cseppenként (~40 ul)
1M, pH =4, NH4sOAc pufferrel végeztiik és a legaktivabb frakciokat egyesitettiik. A
88Ga(l11) radio-fémionnal torténd jeldlés sordn a 8Ge/%®Ga izotopgeneratort frakcionaltan
elualtuk 5 x 1 ml 0,05 M u.p. HCI oldat felhasznalasaval, majd a legaktivabb frakciokat
egyesitettiik és a “*Sc esetén leirt médon egy kationcserélén toményitettiik. A kapillaris
rendszeren torténd jeloléshez mindkét esetben a Strata SCX oszloprol elualt, NH4OAC
pufferelt oldatokat, illetve a 0,002 mg/ml koncentracidju (150 ul) NODA-GA-c(RGDfK)
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hasznaltunk. A reakcioelegy 95 °C-on, 15 percet toltott a reaktorban, majd a rendszer egy
kolonnara injektalta (Waters Acquity BEH C18 1,7 um 2,1 x 50 mm, eluensek: A:
0,01 M Oxalsav pH =3; B: 9:1 ACN:viz, 0,6 ml/perc, 6 perces kromatogram) és 30
masodpercenkénti frakcidszedés segitségével preparativ modon elvalasztotta a jeldlt
terméket. A *Sc/*®®Ga-NODA-GA-c(RGDfK), ACN tartalmu frakciot N» gazaram alatt
60 °C-on szarazra paroltuk, majd feloldottuk 200 ul PBS-ben.

4.3.6.44Sc/®Ga-NODA-GA-c(RGDfK) manualis jelolése

A hagyomanyos moddon végzett jeldlések sordn az izotopok tisztitdsi és
koncentralasi 1épései megegyeztek a 4.3.5. pontban leirtakkal. A jelolésre alkalmas 1 M,
pH = 4, NH4OAC pufferelt “Sc(l11) és ®3Ga(lll) oldatok 90 pl térfogatahoz adtunk 10 pl
0,01 mg/ml koncentracioji NODA-GA-c(RGDfK) oldatot, majd reagaltattuk 95 °C-on
15 percig. A kész oldatot a lehiilés utan felvittiik egy kondicionalt (1 ml EtOH, 3 ml viz,
1ml, 1 M, pH =4, NH4s0ACc) Strata X oszlopra, mostuk 1 ml vizzel és elualtuk 200 ul
EtOH segitségével. Az alkoholos oldatot szarazra paroltuk N2 gazaram alatt 60 °C-on,
majd feloldottuk 200 ul PBS-ben. A radiokémiai tisztasagot a nyers, illetve a végtermék
esetén is HPLC segitségével vizsgaltuk (Waters Acquity BEH C18, 1,7 um, 2,1 x 50 mm
kolonna, eluensek: A: Oxalsav (0,01 M, pH=3); B: 9:1, ACN : viz; Gradiens:
0,6 ml/perc, 0 perc: 100% A, 1 perc: 100% A, 2,5 perc: 100% B, 3 perc: 100% B,
3,1 perc: 100% A.

4.4. AAZTA Kkelatorral és szarmazékaival végzett kémiai kisérletek
Az AAZTA kelatorral végzett kisérletekhez a funkcionalizalatlan AAZTA
prekurzort és a kapcsolhatd tBu-védett AAZTA kelatort Dr. Baranyai Zsolt (Bracco,

Olaszorszag) biztositotta. Az az AAZTA-(tBu)s-TFP eldallitasat Dr. Fekete Anikod

végezte.
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4.4.1. Az AAZTA-C9-c(RGDfK) szintézise

A szintézis 1épéseit, reagenseit és koriilményeit az 1. Reakcidegyenlet mutatja be.

tBuOOC COOtBu HoOC COOH
tBu0OC, > HooC,

OH OH OH r
[ o o o NN Nj o o { \—-N> "j
/YO NH. N H o N " T o N
2
H H/Y N ] Lcoczsu H/\f N B \-coou
NH HN NH HN H NH HN H
oi 01 o °=(\ 0

NH HN o a.a NH HN b NH HN o
o o

H2N>=NH H2N>=NH H,N>ENH

tBuOOC) COO0tBu

tBu0OC

1 N A 3 +
.

Hooc
8 COOtBu
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1. Reakcidegyenlet Az AAZTA-C9-c(RGDfK) el6allitdAsa soran alkalmazott reagensek és
kortilmények: DMF, DIPEA, N, atmoszféra, 12 6ra (a.a); DMF, HBTU, DIPEA, szobahémérséklet,
30 perc (a.b); TFA, N,, szobahémérséklet, 2 éra (b)

AAZTA-C9-(tBu)s-c(RGDfK) (3): DMF-ben (46 ul) oldottunk AAZTA-C9-(tBu)s (2,
1,23 mg, 1,656 umol) kapcsolhaté kelatort, majd adtunk hozza HBTU-t (0,4 mg,

1,068 umol) és DIPEA-t (0,46 ul). Az elegyet szobahémérsékleten 30 percen keresztiil
kevertettiik, majd DMF-ben (25 pul) oldott DIPEA-t (0,46 ul) és ¢c(RGDfK)-t (1, 0,50 mg,
0,828 pmol, ABX GmbH) adtunk hozza. A keletkezd reakcidelegyet nitrogén atmoszféra
alatt kevertettilk egy ¢éjszakan keresztiil. Masnap az oldoszer térfogatat csokkentettiik
rotacids vakuumbeparld segitségévvel, majd a keletkezd, 10 pl nyersterméket tartalmazo
oldatot tisztitottuk HPLC segitségével. Kolonna: Waters XSelect CSH C18 2,5 um,
2,1 x 100 mm; eluensek: A: 0,1% HCOOH, B: 0,085% HCOOH (ACN-ben); gradiens:
0 perc: 100% A, 2 perc 5% B, 20 perc: 95% B; aramlasi sebesség: 0,3 ml/perc, termék
(3) retencids ideje: 11,01 perc. ESI-MS: 664,4160 m/z [M + 2H*]?* (mért), 664,4238 m/z
[M + 2H'** (szamolt); HRMS: 1327,8351 m/z [M+H']" (mért); 1327,8397 m/z

(szamolt).

AAZTA-C9-c(RGDFK) (4): AAZTA-CO-(tBu)s-c(RGDFK)-t (3) oldottuk TFA-ban

(2 ml), majd szobahémérsékleten, No atmoszféra alatt 2 oran keresztiil kevertettiik. A

TFA-t vakuum alatt eltavolitottuk és a visszamaradt terméket ecetsavban (98%) oldottuk

¢és Ujra beszaritottuk vakuum alatt. A leirt TFA-ecetsav lecserélési eljarast még kétszer
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megismételtilk, majd feloldottuk ACN-ben (500 pl) és 10 ul-re toményitettiik. A
nyerstermék tisztitasait HPLC-vel végeztiik a fent leirt koriilmények kozott. Az AAZTA-
C9-c(RGDfK) terméket (4) tartalmazé frakciokat beparoltuk. HPLC retencios idé:
7,00 perc; ESI-MS: 552,5910 m/z [M + 2H*]?* (mért), 552,2901 m/z [M + 2H*]?
(szamolt); HRMS: 552,2924 m/z (mért), 552,2907 m/z [M + 2H*]** (szamolt).

4.4.2. Az AAZTA-C9-BSA szintézise
A szintézis 1épéseit, reagenseit és koriilményeit a 2. Reakcidegyenlet mutatja be

tBUOOC COOtBu HOOC coon
tBuOOC Hooc,
N\—N

LCOOH

e 8 kCOOtBu

z\/ﬁ*r S

tBuOOC COO(Bu HOOC COOH
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\Q M LCOOtBu M \\COOH

2. Reakcidegyenlet Az AAZTA-C9-BSA elédllitdsa sordn alkalmazott reagensek és kériilmények:
TFP, DCC, DCM, 0 °C, 25 °C, 24 ¢ra (a); TFA, anizol, szobahémeérséklet, 48 ora (b); DMF, bordt-
pufferelt izotonids séoldat, szobahémérséklet, 24 ora (c)

AAZTA-(tBu)s-TFP (5): AAZTA-(tBu)s (2, 5,6 mg, 7,55 umol) és TFP (1,82 mg,
11 pumol) szaraz DCM-0s (500 ul) keverékéhez 0 °C-on DCC keriilt (2,26 mg, 11 umol).

A hozzaadast kdvetden az oldat felmelegedett szobahdmérsékletre. 24 ora elteltével a
reakcioelegy lesziirésre keriilt, majd a sz{irletet alatt toményedett. A kapott oldat tisztitasa
gravitacios kromatografia segitségével tortént (Silicagel 60, Hexan : Etil-acetat 87:13),
hogy eléalljon a termék (5). Hozam: 5 mg, 75%; HRMS: 890,5147 m/z [M + H']* (mért),
890,5148 m/z [M + H™]" (szamolt).
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AAZTA-TFEP (6): Az AAZTA-(tBu)s-TFP (5,5 mg, 5,6 pmol) terméket feloldottuk TFA-
ban (300 pul), majd anizolt (20 ul) adtunk hozza és 48 oran keresztiil kevertettiik

szobahOmérsékleten. Az elegyet vakuum alatt beparoltuk és vizben oldottuk, egy
kondicionalt C18 SEP-PAK oszlopra felvittilk, majd a mosast kovetéen a terméket
50%-0s ACN segitségével elualtuk. Az oldészert vakuum alatt eltavolitottuk, igy
megkapva a szilard terméket (6). Hozam: 2,2 mg, 60%; HRMS 666,2620 m/z [M + H*]*
(szamolt), 666,2644 m/z [M + H]* (mért).

AAZTA-BSA (7): A szilard AAZTA-TFP-t (6, 1,1 mg, 1,65 pmol) oldottuk DMF-ben
(5 ul), majd hozzaadtuk a BSA-t (5,46 mg, 0,08 umol) tartalmazo borat-pufferelt

izotonias sooldatot (500 ul, 0,1 M, pH =9). Szobahémérsékleten 24 oran keresztiil
kevertettiik, majd egy Sephadex G25 gélsziird és PBS segitségével tisztitottuk. A kapott
AAZTA-C9-BSA (7) tovabbi tisztitasi és elvalasztasi 1épéseken nem esett at.

4.4.3. “Sc-DOTA/AAZTA jelolési koriilményeinek és Kinetikai stabilitasanak a

vizsgalata

A jeldlési reakciokhoz az elsé alkalommal készitett “Ti/**Sc izotopgeneratort
HCI/0,005 M oxalsav oldat segitségével. A koriilmények optimalizalasa soran a
megfeleld paraméterek (pH, kelator konc., reakciohdmérséklet, reakci6ido) valtozasanak
a hatasait vizsgaltuk az RCP-re nézve. A RCP érték valtozasat minden esetben HPLC
segitségével kovettiik. Kolonna: Waters Symmetry C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um); eluens:
oxalsav (0,01 M, pH = 3); izokratikus elvalasztas: 1 ml/perc. A leirt rendszeren a *4Sc(l11)
a folyadékfronttal jelent meg 1,4 percnél, mig a **Sc-DOTA és a *Sc-AAZTA 2,6, illetve
4,0 percnél volt detektalhato.

Az jelolési reakciok soran a pH, a homérséklet, a reakcioidd és a kelator
koncentréci6 valtoztatdsdnak a hatasat vizsgaltuk a radiokémiai tisztasagra nézve. E18szor
a pH (1-9) hatasat térképeztiik fel eltér6 kelator koncentraciok (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30 és
100 pM) esetén. Ehhez a *4Sc(l1l) tartalmt eludtumot egy kondicionalt (1 ml 3 M u.p.
HCI, 1 ml viz, 1 ml, 0,07 M HCI/0,005 M oxalsav) kationcseréld oszlopra vittiink fel
(50-70 mg; AG 50W-X8; Biorad), majd mostuk 1ml vizzel és 4 cseppenként
frakcionalva elualtuk NHsOAc pufferrel (0,25 M; pH =4). A legaktivabb (els6tdl és
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utolsotdl kiilonbozd) 5 frakciot egyesitettiik és ezt az oldatot hasznaltuk a jelzési
reakciokhoz. A megfeleld pH-t ecetsavval és kiilonboz6 toménységti NaOH oldatokkal
allitottuk a kivant értékekre (ez alol kivételt képez a pH =1, ahol sésav oldatot
alkalmaztunk). Az optimalizalashoz 90 ul NH4OAc pufferelt *Sc(lll) oldathoz
(~0,1 MBq) adtunk 10 ul kelator oldatot (1; 3; 10; 30; 100; 300 és 1000 uM), hogy elérjiik
a megfeleld koncentraciot. A reakciokat Eppendorf edényekben végeztiikk 5 perces
reakcioiddvel, 95 °C-on. A homérséklet hatasanak a vizsgalatahoz 25, 40, 55, 70, 85 és
90 °C-on 0,1 uM kelator felhasznalasaval, 0,25 M, pH = 4 NH4OAc pufferelt kozegben
végeztiink reakcidkat. A reakcioidd valtoztatasat is 0,1 uM kelator és 0,25 M, pH =4
NH4OAc puffer alkalmazasaval végeztiik 25 °C-on.

A kinetikai mérésekhez sziikséges **Sc-AAZTA eléallitasat az eldzéekben mar leirt
modon végeztiik 10 pM-os keldtor koncentracidé mellett. A kész terméket 1:1 aranyban
kevertiik 100 pl egér plazmaval és 37 °C-on inkubaltuk. 10 ul térfogati mintakat vettiink
0, 1, 2, 4, 8 és 12 6ra elteltével és a radiokémiai tisztasdgukat az eldzéekben mar leirt

kromatografids koriilmények kozott vizsgaltuk.

4.4.4, ¥Sc-AAZTA-C9-c(RGDfK)/BSA jelolések biologiai vizsgalatokhoz

A vizsgalatokhoz a **Ti/**Sc izotopgenerator elualasat és tisztitasat minden esetben
a 4.2.1 és 4.2.2. pontban leirtak alapjan végeztiik. A *Sc(Ill) radio-fémion in vivo
vizsgalatadhoz az AG 50W-X8 kationcserélérédl NH4sOAc pufferrel (0,25 M; pH =4)
elualt *Sc(lll) oldatot 30 °C-os vizfiirdSben szarazra paroltuk N 4ramoltatas
segitségével. A szaraz anyagot gyakorlatilag nem tartalmazo (<0,1 mg) edényt atmostuk
200 ul PBS oldattal, hogy kioldjuk a beparolt radioizotopot. Az igy kapott oldat
tisztasagat HPLC segitségével a 4.3.5. pontban leirtak alapjan ellendriztiik, hogy
megbizonyosodjuk réla, hogy a **Sc(l11) kémiai formaja nem valtozott meg a beparlas és

ujra feloldas kovetkeztében.

A “Sc-AAZTA eléallitasahoz az AG 50W-X8 kationcserélérél NH4sOAc pufferrel
(0,25 M; pH = 4) kapott **Sc(111) oldathoz adtunk 200 ul AAZTA (2 ul, 1 mg/ml) kelator
oldatot, majd szobahémérsékleten reagaltattuk 5 percig egy Eppendorf edényben. A
reakcioidé leteltével az elegyet szarazra pdaroltuk vizflirdében, N> daramoltatas

segitségével. A szaraz anyagot gyakorlatilag nem tartalmazo (<0,1 mg) edényt atmostuk
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200 pl PBS oldattal, hogy kioldjuk a **Sc-AAZTA-t. Az igy kapott elegy radiokémiai
tisztasagat HPLC segitségével meghataroztuk a 4.3.5. pontban leirtak alapjan
(RCP>95%; molaris aktivitas: 0,266 GBg/umol), majd a termék-oldatot in vivo

vizsgalathoz hasznaltuk fel.

A #¥Sc-AAZTA-C9-c(RGDAK) eldallitasahoz is 200 ul NHsOAc pufferelt 44Sc(111)
oldatot hasznaltuk, amihez hozzaadtuk az AAZTA-C9-c(RGDfK)-t (10 ul; 1 mg/ml),
majd 95 °C-on, 15 percig reagaltattuk egy Eppendorf edényben. A nyersterméket egy
forditott fazisu tolteten tisztitottuk (Strata X, 30 mg) ugy, hogy a kondicionalt tolteten
(1 ml EtOH, 3 ml viz) atnyomtuk az elegyet, majd mostuk 1 ml vizzel és elualtuk 200 pl
EtOH segitségével. A kapott oldatot szarazra paroltuk vizfiirddben N2 aramoltatas
segitségével, majd az edényt mostuk 200 ul PBS segitségével. A termék radiokémiai
tisztasagat HPLC segitségével hataroztuk meg a kovetkezo koriilmények alkalmazasaval:
Kolonna: Waters XSelect CSH (2,5 um; 2,1 x 100 mm); eluensek: A: oxalsav (0,01 M,
pH =4); B: ACN; gradiens: B-eluens 5 perc alatt 5%-r6l 50%-ra; aramlasi sebesség:
0,6 ml/perc). A leirt rendszeren a **Sc-AAZTA-C9-¢(RGDfK) retencidja 3,8 perc volt
(RCP>95%; molaris aktivitas: 0,360 GBg/umol). Az igy el6allo terméket hasznaltuk in

vivo kisérletekhez.

A #Sc-AAZTA-C9-BSA eléallitasanal is 200 pl NH4OAc pufferelt (0,5 M;
pH =7) *Sc(I) oldathoz keriilt az AAZTA-C9-BSA oldat (100 ul; 1 mg/ml), majd
40 °C-on reagaltattuk 60 percig egy Eppendorf edényben. Az igy keletkezd
nyersterméket gélsziird (Sephadex G25) segitségével tisztitottuk. A termék tisztasdgat
HPLC segitségével hataroztuk meg a kovetkezd koriilmények kozott: kolonna: Aeris
Widepore C4 (3,6 um, 150 x 2,1 mm); eluensek: A: 0,1% HCOOH; B: ACN; gradiens:
B-eluens 15perc alatt 20%-r61 47%-ra; aramlasi sebesség: 0,3 ml/perc.
A “Sc-AAZTA-C9-BSA retencids ideje 11,74 perc volt (RCP>95%; molaris aktivitas:
0,485 GBg/umol).
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4.5. A *Sc/*®Ga-NAPamiddal végzett kémiai és radiokémiai kisérletek

4.5.1. A %Ga-DOTA-NAPamid jelolése biologiai vizsgalatokhoz

A %8Ge/%Ga izotopgeneratort frakcionaltan elualtuk 0,05 M-os u.p. HCI oldattal,
majd a legaktivabb frakciobol kivett 375 pl-hez (80-130 MBq) 120 ul NH4OAc puffert
(05M, pH=4) és 5ul DOTA-NAPamid oldatot (1 mg/ml, 0,673 M) adtunk, majd
95 °C-on 15 percig inkubaltuk egy Eppendorf edényben. A reakcididé lejartaval az
oldatot egy kondicionalt (1 ml 96% EtOH, 5ml viz, 1 ml 0,25 M pH =4 NHsOAc)
Strata X toltetre vittiik fel, majd 1 ml vizzel és 300 ul 96%-os EtOH segitségével mostuk
és elualtuk. A kapott oldatot 95 °C-on szarazra paroltuk N2 aramoltatas segitségével, majd
a szaraz edényt mostuk 200 pl PBS oldattal, amit a bioldgiai vizsgalatokhoz
alkalmaztunk. A termék radiokémiai tisztasagat HPLC segitségével hataroztuk meg a
kovetkezoképen: kolonna: Waters Acquity BEH C18, 1,7 pum, 3,0 x 50 mm,; eluensek: A:
oxalsav (0,01 M, pH = 3); B: ACN:viz (9:1); gradiens: 0 perc: 100% A, 1 perc: 100% A,
2,5 perc: 100% B, 3 perc: 100% B, 3,1 perc: 100% A, aramlasi sebesség: 0,9 ml/perc.

4.5.2. A ¥Sc-DOTA-NAPamid jelolése biolégiai vizsgilatokhoz

A #Sc-DOTA-NAPamid jeloléshez ciklotronban eldallitott “*Sc-ot alkalmaztunk,
aminek a céltargybol torténd kioldasat és tisztitasat a 4.2.2. pontban leirt modon végeztiik,
majd a DGA tisztitds utan kapott két legnagyobb aktivitasu frakciot egyesitettiik.
A #ScCl3 (0,1 M u.p. HCI) tartalmt elegybdl pipettaztunk ki 375 pl-t (50-80 MBq),
adtunk hozza 120 ul NH4OAc puffert (0,5 M, pH =4) és 5 ul DOTA-NAPamid oldatot
(1 mg/ml, 0,673 M), majd 95 °C-on 15 percig inkubaltuk egy Eppendorf edényben. A

reakcioelegy tisztitasa és analitikai ellendrzése megegyezik a 4.5.1. pontban leirtakkal.
4.5.3. A %8Ga/**Sc-DOTA-NAPamid logP értékének meghatarozasa

10 pl PBS-ben oldott #Ga/**Sc-DOTA-NAPamid (~5 MBq) termékoldatot 500 pl
1-oktanol és 490 ul viz keverékéhez pipettaztuk egy Eppendorf edénybe, majd egy vortex

keverd segitségével razattuk (600 rpm) 10 percig, majd centrifugaltuk (6000 rpm)
5 percig. Az oktanolos fazisbol 100 pl-t, mig a vizes fazisbol 1 pl-t pipettaztunk ki egy
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mérdedénybe. A vizes fazisbol vett mintat 100 pl-re higitottuk, hogy minimalizaljuk a
geometriai eltérésekbdl €s a nagy aktivitaskiilonbségbdl adodo hibat. Az eldkészitett
mintak aktivitdsat gammaszamlalo segitségével mértiik meg. A leirt meghatarozast még

kétszer elvégeztiik.

4.5.4. A %8Ga/**Sc-DOTA-NAPamid kinetikai stabilitasanak a vizsgilata

10-10 pl PBS-ben oldott ®8Ga/**Sc-DOTA-NAPamid (~5 MBq) termékoldatot
90-90 ul egér plazmahoz, Na;EDTA (0,01 M) oldathoz és oxalsav (0,01 M) oldathoz
pipettaztunk 37 °C homérsékleten. A mintak radiokémiai tisztasagat 4 idépontban (0, 30,
60 és 120 perc) ellendriztiik a 4.5.1. pontban leirt kromatografias koriilmények kozott.

4.6. A biologiai vizsgalatok soran alkalmazott eszkozok és médszerek

Az in vivo, illetve az in vitro vizsgalatok elékészitését és Kkivitelezését
Dr. Trencsényi Gyorgy és Nagy Tamas hajtottak végre a Debreceni Egyetem Orvosi
Képalkoto Intézetének a kozremitkodésével. Az eredmények kiértékelését és értelmezését

a segitségiikkel végeztem.

4.6.1. A sejttenyésztés koriilményei

A melanoma tumort célzd vizsgalatokhoz hasznalt B16-F10 (egér eredetii
melanotikus, magas MCI1-R expresszidoju melanoma) és A375 (human eredeti
amelanotikus, alacsony MC1-R expresszidju melanoma) sejteket DMEM médiumban
novesztettiik, kiegészitve 10%-0S FBS szérummal (magzati borji szérum), 1%-0s nem
esszencialis aminosavakat tartalmazo oldattal és 1%-0s MEM vitamin oldattal. Az
angiogenikus vizsgalatok alapjaul szolgal6 4T1 (egér eredetli emlétumor) sejteket RPMI-
1640 + 10% FBS médiumban tenyésztettiik. Minden sejtvonal tenyésztése soran allandé
koriilmények kozott dolgoztunk, amik a kovetkezok voltak: 5% CO», 37 °C. Az in vitro
kisérletekhez, valamint a daganatok indukciojdhoz a sejteket a fagyasztasbol torténd
felvétel utan 6-8 passzalast kovetden hasznaltuk fel. A tenyésztést 80%-os konfluencidig
végeztiik T75 tenyésztoflaskakban. A kisérleteinkben hasznalt sejtek életképessége

mindig 90% f616tt volt, melyet trypan kék kizarasos teszttel ellendriztiink.
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4.6.2. Az in vitro melanoma kotédési vizsgalatok koriilményei

A vizsgalatokhoz B16-F10 sejtvonalat hasznaltunk. A sejtek tenyésztését 24-lyukn
lemezen végeztiik 24 6ran keresztiil 5 x 10%/1yuk kiindulési sejtszammal, majd kiilonb6zé
koncentracidban (20-3200 nM) #Sc- vagy %8Ga-jelslt DOTA-NAPamid-ot adtunk 200 ul
sejttenyésztd folyadékba (DMEM). 60 perc inkubalasi idé utan (CO2 inkubatorban,
37 °C-on) a médiumot eltavolitottuk, a sejteket kétszer mostuk PBS és glicin (0,2 M)
segitségével, majd NaOH (1 M) hozzaadasaval 10 percig, 37 °C-on lizaltuk. A mintak

radioaktivitasat gamma szamlaloval mértiik.

4.6.3. A melanoma sejtek in vitro radiotrészer felvételének koriilményei

A B16-F10 és A375 sejteket a tripszinnel torténd felvételt kovetden centrifugaltuk,
majd gjraszuszpendaltuk 1 ml 1 mM gliikozt tartalmazé PBS oldatban (gl-PBS). A
mintakat 37 °C-on 10 percig inkubaltuk 1 x 10%/ml sejtkoncentracioban gl-PBS oldatban.
Ezt kdvetden megkozelitdleg 0,4 MBq *Sc- vagy ®3Ga-jelslt DOTA-NAPamid-ot adtunk
minden mintdhoz. A radiotrészer hozzaadasat kovetden a sejteket tovabb inkubaltuk
37 °C-on 30, 60 és 90 percig. Az inkubacids id6 leteltével, a mintakat haromszor mostuk
jéghideg PBS oldattal, szuszpendaltuk 1 ml hideg PBS oldatban, majd a mintak
radioaktivitdsat gamma szamlaléval mértiik. A radiofarmakon felvétel bomlaskorrigalt
értékét a 10° sejtre vonatkoztatott, iddegység alatt torténd beiitéssel fejeztiik ki, amit %ID
értékben adunk meg. A megjelenitett eredmények legalabb harom fliggetlen kisérlet =SD

adatait tartalmazzak.

4.6.4. A Kisérleti allatok tartasa

Az allatkisérletekhez 10-12 hetes 20-22 g tomegl felndtt ndéstény CS57BL/6
(n=30), BALB/c (n=15) és CB17 SCID (n =20) egereket hasznaltunk. Az egereket
steril koriilmények kozott tartottunk IVC (egyedileg szell6ztetett ketrecek) rendszerben
26+2 °C  hémérsékleten 50+10% paratartalommal ¢€s automatizalt mesterséges
megvilagitassal 12 6ras ciklusokban. A kisérleti allatokat VRF1 tipusu szemi-szintetikus
tappal etettiik, valamint autoklavozott csapvizzel itattuk ad libitum. A kisérleteket az

Eurdopai Unids és a Magyarorszagi torvényeknek megfelelden a Debreceni Egyetem
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Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak (DEMAB) engedélyével (8/2016/DEMAB)

végeztik.
4.6.5. A daganatos allatmodellek kialakitasa

Akisérleti allatok daganatos sejtekkel torténd injektaldsa minden esetben inhalacios
altatasban tortént. Az egereket kisallat altatogéppel elaltattuk (indukci6: 3% Forane,

fenntartas: 1,5% Forane + 0,4 liter/perc Oz + 1,2 liter/perc N2O).

Szingenikus melanoma modell: 1 x 10° B16-F10 tumorsejtet 150 pl fiziologias
sooldatban (0,9% NacCl) injektaltuk C57BL/6 egerek bal vall teriiletén a bor ala.

Xenograft melanoma modell: az amelanotikus A375 tumor indukalasidhoz CB17 SCID

egereket hasznaltunk. 1 x 10° Melur daganatos sejteket injektaltuk 150 ul fiziologias
sooldatban (0,9% NaCl) SCID egerek bal vall régidjaban a bor ala.

Szingenikus emlétumor modell: 1 x 10° 4T1 sejtet injektaltuk szubkutan 150 ul RPMI

médiumban BALB/c egerek bal vall teriiletének bore ala.

A szubkutan tumorok novekedésének kovetése soran a tumor méretét a 7. egyenlet
alapjan szamitottuk ki. Az in vivo kisérleteket a tumor sejtek szubkutan injektalasat
kovetden 20+2 nappal végeztiik, mikor a tumor térfogata 100-120 mm?3 volt.

PRy
SZM @)

Ahol: S a tumor méretére utalo érték, dmax @ tumor legnagyobb dtmérsje (mm), dmin @

tumor legkisebb atmérdje (mm)

4.6.6.1n vivo PET/MRI vizsgalatok soran alkalmazott koriilmények

A kisallat PET vizsgalatokra a debreceni Scanomed Kft. Transzlacios Kutato
Kozpontjanak preklinikai laboratériumaban keriilt sor. A kontroll és tumoros egereket a
jelzett szarmazékok injektalasa és a vizsgalat alatt inhalacios altatogéppel altattuk. A PET
vizsgalatok elétt 15,6£1,2 MBq #4Sc- vagy %®Ga-jelzett DOTA-NAPamid (melanoma
modellek esetén), illetve *Sc-jelzett AAZTA, AAZTA-C9-c(RGDfK) és AAZTA-C9-
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BSA trészereket injektaltunk 150 pl fiziologias sooldatban a lateralis farki vénaba. A
teljes test PET vizsgalatokat (20 perces statikus vizsgalatok) preklinikai PET/MRI
késziilékkel végeztiik 60, 90 és 240 perccel a radiotrészerck injektalasat kovetéen. Az
allatok mozgasanak megel6zése céljabol az egercket specialis MultiCell egéragyban
vizsgaltuk és a FOV (Field of View) kdzéppontjaba pozicionaltuk. A szovetek és szervek
anatomiai lokalizaciojanak meghatarozasara T1 sulyozott MRI felvételeket készitettiink
(GRE EXT multi-FOV; TR/TE 15/2 ms; FOV 60 mm; excitaciok szama: 2). A PET és az
MRI felvételek automatikusan regisztralasra keriiltek a PET/MRI késziilék szoftvere

(Nucline) segitségével.
4.6.7.A PET adatok Kiértékelése

A PET adatok rekonstrukcidjat 3 dimenzids iterativ (3D-OSEM) algoritmussal
(Tera-Tomo) végeztiik. A rekonstrualt, reorientalt és regisztralt képeket az InterView
FUSION képelemzd szoftverrel elemeztiik. A vizsgalt teriiletek
aktivitaskoncentracigjdnak meghatarozasdhoz manualisan jeloltik ki a vizsgalt
teriileteket, majd a 3D VOI alapjan a szoftver kiszamolta a minimum (SUVmin),
maximum (SUVmax) €s atlag (SUVmean) SUV ¢értekeket, valamint a standard deviaciot.

A radiofarmakon akkumulacio mértékét SUV-ban fejeztiik ki (8. egyenlet).

SUV = —lekt 8)
(Ainj/m)
Ahol: SUV a standard felvételi hanyados, Caxt az aktivitaskoncentracio, Ainj az injektadlt

aktivitas, mig m az allat tomege

4.6.8. Az ex vivo biodisztribucios vizsgalatok

A kontroll és a tumoros kisérleti allatokat az in vivo képalkotd vizsgalatok utan
Forane-nal talaltattuk, a hastireget, valamint a melliireget megnyitottuk és a szivbdl vért
vettlink. Egy-egy darabot eltavolitottunk a gyomorbol, agybol, zsirbol, 1€pbdl, tumorbol,
vesékbol, majbol, belekbdl és izombol. A mintdk tomegét és radioaktivitasat — ez utobbit

gamma-szamlaloval — lemértiik és a végeredményt %ID/g szovet értékben fejeztiik Ki.
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4.6.9.1n vivo blokkolasos vizsgalatok

A blokkolasos vizsgalatokhoz magas MCI1-R expresszioju B16-F10 tumoros
egereket hasznaltunk, amelyekbe intravénasan 15,6+1,2 MBq *Sc- illetve ®3Ga-jelzett
DOTA-NAPamid radiotrészert injektaltunk 200 pg o-MSH blokkoldval egyiitt. Egy
oraval az injektalas utan in vivo PET/MRI és ex vivo biodisztribucids vizsgalatokat

végeztiink a fentebb leirt metodikak alapjan.

4.6.10. Statisztikai analizis

In vitro sejtes eredményeinkben minden esetben legalabb harom fliggetlen kisérlet
eredményébol szarmazo atlag+szoras (SD) van feltiintetve. A PET felvételek kvantitativ
analizise soran alkalmazott SUV értékeket szintén atlagtszoras (SD) forméajaban
abrazoltuk. A szignifikancia szinteket (p = 0,05) Mann-Whitney U teszttel hataroztuk

meg.

5. Eredmények

5.1. “Ti/*Sc radioizotop generator kialakitasanak az eredményei

A doziskalibratoron torténé *Sc csatorna beallitisahoz a hitelesitett, HPGe -
gamma spektrométerrel kapott eredményeket hasznaltuk, mivel ezek bizonyultak a
legpontosabbnak. A beallitott *“Sc csatornan és a *®F csatornan mért aktivitasok kozott a
szorzofaktor 0,55 volt, vagyis egy **Sc minta esetén megkozelitdleg kétszer akkora
aktivitast latunk a '8F csatornat hasznalva. A kapott faktort a hiteles ?Na sugarforrassal
¢s a MEDISO - AnyScan berendezés gamma detektordval végzett vizsgalatok

megerdsitették.
5.1.1. A #Ti anyaelem tisztitasa

Az eldallitas elsd 1épése soran a *Ti anyaelemet két oszlopon tisztitottuk. A tisztitas
célja az volt, hogy megszabaduljunk a *Ti ciklotronban torténé eldallitisa soran

céltargyként alkalmazott természetes izotop-Osszetételti szkandiumtol (*°Sc). Ez a
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generatorba keriilve jelents molaris aktivitas romlast eredményezhetett volna. Az oszlop
elkészitése soran két egymas utani tisztitast hajtottunk végre, ahol az dsszes felvitt moso
és elualdszer - 10 ml-enként szedett - frakcidjanak aktivitasat aznap és masnap mértiik
(14. abra, 15. abra). Az aznapi mérés soran lattuk, hogy mely frakciok aktivak, vagyis
melyek tartalmazhatnak *Ti és/vagy **Sc radioizotopot. Mivel 24 ora elteltével a *Ti
(t2 = 60,0 év) aktivitasa csak elhanyagolhaté mértékben csokken, mig a #4Sc (t, = 3,97
ora) nagy része elbomlik, igy a masnapi aktivitasméréssel megallapithatd volt, hogy
melyik frakciokban és milyen aranyban volt jelen a radioaktiv **Sc(Ill) és “Ti(IV)
radioizotop. Azok a frakcidk, amelyek esetén aktivitasnovekedés volt tapasztalhatd, ott a
frakciok *“Ti(IV)-et (illetve a frakcionalas utan képzédé **Sc(lll)-at), mig azokban az
esetekben ahol 24 6ra alatt az aktivitas kozel nullara esett le ott *4Sc(l11) és *°Sc(111) volt
jelen. Az elsé tisztitasi 1épés utan a *Ti(IV) a 11-13 (14. abra) frakciokban volt
megtalalhatd, amiket a masodik tisztitds soran feltoltottiink az 0j oszlopra €s ismét
elualtuk, ahol a 76-79 (15. abra) frakciok tartalmaztik a **Ti(IV)-et. A 30-33 (14. 4bra)
¢és 107-109 (15. abra) frakcioknal masnap mar nem volt detektalhato jelentds aktivitas,
ami azt jelenti, hogy ezen frakciok tartalmaztak a “*Sc(l11)-at és a természetes dsszetételii

szkandiumot.
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14. abra A “*Ti AG 50W-X8 kationcserél8s tisztitds elsé Iépésének ellicids profilia az alkalmazott
eludlészerek feltiintetésével (*Ti(IV) tartalmu frakciok: 11, 12, 13)
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15, dbra Az elsé lépésben kapott “Ti(1V) tartalmu frakciék mdsodik AG 50W-X8 kationcserélé
oszlopon térténd tisztitdsanak elucios profilia, az alkalmazott eludldszerek feltiintetésével
(“Ti(1V) tartalma frakciok: 76, 77, 78, 79)

5.1.2. A “Ti betoltése és az izotopgenerator hasznalata

A betoltéshez a fent leirt 76-79 frakciokat betdményitettiik, hogy az oszlopra
torténd felvitelilk soran a folyadékmozgatasbol adddd veszteség a lehetd legkisebb
legyen. Az elsé betdltés alkalmaval az oszlop tetején adszorbealtuk a *4Ti(IV)-et. Ezt
kovetden a kész izotopgeneratorrol SPECT/CT felvételt készitettiink, amit meghatarozott
szamu elualas utan Gjra elvégeztiink (16. abra). A kapott képek segitségével monitorozni
tudtuk az anyaelem helyzetét, vagyis az izotopgenerator pillanatnyi allapotat. Az els6
elualas alkalmaval a Filosofov és mtsai. altal publikalt leiras alapjan [46] jartunk el. Ezek
alapjan - az izotopgenerator élettartamanak novelése és a *Ti(IV) kioldodasanak
csokkentése érdekében - a generdtort eldszor eldrdl, ,,direkt” irdnyba, majd forditott,
»reverz” iranyba eludltuk. Ennek eredményeképpen a reverz modu elicid sordn
szamottevd mennyiségli anyaelem kioldodasat tapasztaltuk, aminek kovetkeztében a

tovabbiakban csak direkt modon eluéltuk az izotopgeneratort
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16. dbra Az elsé generdtor “Ti eloszldsdnak vdltozdsa az eltciék hatdsdra (SPECT/CT)

Megkozelitéleg 5 honap alatt 61 alkalommal elualtuk a generatort, amibdl 49
esetben napi egy, mig 12 esetben napi kett6 elucié tortént. Az elualasok soran a kapott
aktivitdst masnap mértiik, igy nyomon tudtuk kovetni, hogy milyen a *Ti(IV)
veszteségiink (17. abra). A pontokra illesztett egyenes meredekségébdl (m =-0,0007)
szamolhatd a generatorbol eludlhatd  aktivitds csokkenésének a mértéke

(9. egyenlet).
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17. dbra Az elsé téltésl “Ti/*Sc izotépgenerdtorbdl eludldsonként kinyert teljes aktivitdsok
értékei az eltelt idé fliggvényében
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Ahol: ti a felezési idd; m pedig az egyenes meredeksége

Az igy szamolt felezési idd 330,1 nap, ami azt jelenti, hogy nem a **Ti bomlasabol
(tr2 = 21900 nap) adodo csokkenést lattuk, hanem a feltételezett kioldodas folyamatat.
Ezek alapjan naponta atlagosan 2,1 kBq *4Ti aktivitast veszitettiink az izotopgeneratorbol,
ami kezdeti aktivitasra nézve hozzavetdleg 0,03%-0s veszteséget jelent elualasonként.
Egy GMP kompatibilis ITG %8Ge/%®Ga izotopgenerator specifikacidja alapjan a 8Ge(llI)
attorés 0,001-0,006% kozott van [98]. Ennek tiikrében az attorési értékiink nagyon jo,
hiszen minddssze csak 5-30-szorosa egy gyari radionuklid generatorénak. A generator
miikodésének feltérképezése szempontjabol elengedhetetlen volt az eluciés profil
vizsgalata is. Ehhez a szokasos 10 ml helyett 20 ml elualoszert hasznaltunk és 1 ml-es
frakciokat szedtiink (18. abra). Itt lathato, hogy az aktivitas nagy része (84,2%) az els6
10 frakcioban talalhato, ami igazolta, hogy a generator elualasahoz megfelelé a 10 ml-es
térfogat. Ezen tul az is lathato, hogy az alkalmazott elualészerrel a **Sc ,.elnyualtan”
moshato le a rendszerrdl, aminek koszonhetden a legnagyobb aktivitast frakcio is csupan

csak 13,7%-at tartalmazza a teljes aktivitasnak.

0,5 -

13,7%

12,1%

12,0%
11,4%

9.6%

0,3 -

Aktivitas (MBq)

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Elualt frakciék (1 ml/frakcid)

18. dbra A *Ti/*Sc izotépgenerdtor frakciondlt eludldsa sordn mért aktivitds eloszldsa az
1 ml-enként szedett frakciok kézott (szdzalékosan jelélve a teljes aktivitdshoz viszonyitva)
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5.1.3. A ““Ti leoldasa és az izotépgenerator tjratoltése

Mivel az elsé *Ti/**Sc izotopgenerator kialakitidsa soran a folyamatos és
alkalomszerti *Ti(IV) veszteség is az anyaelem elhelyezkedésébdl és az elualasi
moddszerbdl adddott, igy 50 elucid utan a generator ujratdltése mellett dontottiink. Az elsd
generator esetén a reverz elicional tortént nagymértékii attorés valoszinilileg annak volt
koszonhetd, hogy az anyaclem az oszlop elején helyezkedett el, kdzvetleniil a fritt alatti
Oyantara adszorbedlva. Emiatt a visszafelé torténé mosas soran a deszorbealddd
#Ti(IV)-nek jelentdsen kevesebb utat kellett megtenni az 4ll6fazison, mint a direkt elticié
soran. Ezért a masodik betdltés esetén a *Ti(IV) oldatot az oszlop kdzepére juttattuk, igy
a direkt-reverz eluciot ujra tudtuk tesztelni. Filosofov és mitsai. eredményével [46]
szemben ez esetben sem tapasztaltuk a csokkent mértékii attorést, sét az érték megnott.
A  megkozelitdleg 4 honapos hasznalati id6 alatt 36 elaciot végeztink az
izotopgeneratoron. A két eltérden toltott generatorunknak a teljes eludtumhoz tartozo
aktivitasait Osszehasonlitva (1. toltés: 17. abra; 2. toltés: 19. abra) lathatjuk, hogy a

pontokra illesztett egyenes meredeksége a masodik generator esetén m = -0,0049.
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19. dbra A mdsodik téltést *““Ti/*Sc izotépgenerdtorbdl eludldsonként kinyert teljes aktivitds
értékek az eltelt idd fiiggvényében
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Ugyanez az érték az elsé generatornal m = -0,0007, vagyis a generatorbodl torténd
MTi(IV) deszorpcié mértéke megkozelitdleg hétszeresére nétt az ujratdltést kdvetden.
Ezen tilmenden a SPECT/CT felvételek 6sszehasonlitasa (1. toltés: 16. abra; 2. toltés:
20. abra) utan is kijelentheté, hogy az ujratoltést kovetéen - a reverz elucidoknak
betudhatéan - nagyobb volt a *Ti hosszanti és mindkét irdnyti elmozdulasa. A masodik
betdltés elsé SPECT/CT felvételén (16. abra, 1. elucio eldtt) lathatd, hogy buborékos volt
a gyanta, amelyektdl ismételt mosasokkal sikeriilt megszabadulni. Ha megvizsgaljuk a
4. eluciordl késziilt kierdsitett képet, akkor lathatjuk, hogy a buborékok kimosasa kézben
valésziniileg felkavarodott a “Ti(IV) radio-fémiont adszorbeald szemcsék egy része és a

kolonna tetejére vandorolt (~1 kBq).

“Tj
Aktivitas

|
; P/
Buborekok\A. . |

t

Reverz
elucié

1. eldcié 4. eltcié 4. elucid 26. elucio
elétt kier&sitve

20. abra A mdsodik generdtor *Ti eloszldsdnak vdltozdsa az eluciék hatdsdra (SPECT/CT), a
képen feltiintetésre kerliltek az elsé betdltésnél észlelt buborékok is

5.1.4. A ciklotronban és a generatorban eléallitott ‘Sc jelzési reakcioinak az

eredményei és 6sszehasonlitasuk

A két eltérd modszerrel termelt *“*Sc radioizotdp kozott az elsddleges kiilonbség a
radionuklid tisztasag volt. A generatorbol kinyert **Sc mellett csupan az anyaelem, a *Ti
volt kimutathaté. Ennek a mennyisége a 17. abra és a 19. abra egyenleteinek a
segitségével szamolhat6 volt. Ezek alapjan az eluatumok *Ti tartalma az elsének toltott

generatornal megkdzelitéleg 0,03%, mig az ujratdltott generdtor esetén hozzavetdleg
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0,21% volt, vagyis a **Sc-ra nézett radionuklid tisztasag 99,79-99,97% volt. Ezzel
ellentétben a ciklotronban termelt *4Sc tartalmazott egyéb szkandium izotopokat, amelyek
a természetes izotopdsszetételii kalciumban talalhat6 kiilonboz6 tomegszamu izotépokkal
végbemend magreakcioknak koszonhetd. A 4. tablazat tartalmazza a lehetséges
magreakciokat, illetve a gamma-spektrométerrel mért eredményeket. Fontos
megjegyezni, hogy a gamma-spektrometrias mérések a besugarzast kovetden
hozzavetéleg 1 oraval torténtek, hogy a rovid felezési idejii izotopok (*°Sc, 4?MSc, 42Sc)

elbomoljanak.

4. tabldazat A természetes izotop-Gsszetételli Ca céltdrgy p* (16 MeV) besugdrzdsdt kévetben
végbemend lehetséges magreakciok [49]; a termel6dd szkandium radioizotopok felezési ideje;
illetve az dltalunk haszndlt, ciklotronban elédllitott “Sc radinuklid 6sszetétele (a besugdrzds vége
utdn 1 érdval)

Tzot6 Ca izotop- Végbemeno t | Mintak radionuklid
P | gsszetétel (%) | magreakciok M RLLTI osszetétele (%0)
“0Ca 96,941 40Ca(p,n)*°Sc 182 ms -
42Ca(p,n)**™Sc 61,7 s -
#2Ca 0,647 : ’
42Ca(p,n)*?Sc 681 ms -
“3Ca(p,n)*sc 3,89 o6ra -
8c 0,135 : g
a 43Ca(p,2n)**Sc 681 ms -
4Ca(p,n)*sc 3,93 6ra 94,19+1,35
4Ca 2,086 Y“Ca(p,n)*mSc | 58,6 ora 1,45+0,04
“cCa(p,2n)**sc | 3,89 6ra -
“Ca 0,004 46Ca(p,n)*Sc 83,8 ora -
#8cq 0.187 - Ca(p,n) 47Sc 43,7 (,)ra 2,054+0,41
Ca(p,2n)*'Sc 80,4 ora 0,86+0,04

Ezek alapjan a ciklotronban termelt **Sc radionuklidos tisztasaga 94,19+1,35% a mérés
pillanataban, ahol a fennmaradé kdzel 6%-ot egyéb szkandium és kalcium radioizotopok
teszik ki (**™Sc; 48Sc; 4’Sc). Mivel ezen izotopok hosszi felezési idovel rendelkeznek és
kémiai modszerek segitségével nem valaszhatok el a 44-es tomegszdmu nuklidtol, igy

folyamatos szennyezdként voltak jelen.
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Az DOTA jelolhetdségének 0Osszehasonlitas soran a kapott eredményeket az
irodalomban ko6zolt adatokkal is Gsszevetettilk (21. abra). Fontos megemliteni, hogy
Kerdjoudj és mtsai. a Filosofov-féle *Ti/*Sc generatorrol elualt **Sc-ot hasznaltak az

Osszehasonlito kisérleteikhez [3].
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21. dbra “*Sc-DOTA jelélési hatdsfok ésszehasonlitdsa sajat és irodalmi adatokkal (Scanomed
generdtor: a doktori munkdm sordn kialakitott *Ti/*Sc izotépgenerdtor; DE ciklotron: A
Debreceni Egyetem Orvosi Képalkoto Intézetének ciklotronjaban elddllitott #Sc; Kerdjoud;
generdtor/ciklotron: A Kerdjoudj és mtsai. dltal haszndlt, Filosofov-féle #Ti/*Sc izotépgenerdtor
és az dltaluk haszndlt ciklotron [3])

Megfigyelhetjiik, hogy megkozelitdleg egy nagysagrendnyi kiilonbség van a generatorbol
kinyert és a ciklotronnal eldallitott *‘Sc jeldlési hatasfoka kozott. A ciklotronos
radioizotop még 100 nM-os DOTA koncentracié mellett is kozel 100%-ban volt
jelolhetd, mig a generatoros csupan 1000 nM koncentracié mellett kozelitette meg ezt az
értéket. Azt is lathatjuk, hogy az irodalmi értékek és az altalunk kapott eredmények nagy
mértékben megegyeznek. Csekély eltérésként kiemelhetjilk, hogy a ciklotronos
eredményeket nézve Kerdjoud;j és mtsai. még 70 nM DOTA koncentracio esetén is kozel
100%-os jelolési hatasfokot irtak le, mig esetiinkben ezen koncentracié mellett, csupan

70% volt elérhetd.
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5.2. A Kkapillaris rendszer segitségével végzett ®Ga és *‘Sc jelolések

eredményei és 6sszehasonlitasuk

5.2.1. A jelolések ismételhetoségének a vizsgalata

Az altalunk Osszeallitott (11. abra) kapillaris rendszer segitségével kaphatd
eredmények ismételhetOségének a teszteléséhez a jeldlési kisérletsorozatok inflexios
pontjait hasznaltuk fel, hiszen itt a rendszer igen érzékeny a koriilmények valtozasara.
Elészor az ugyanazon elualasbol szarmazo *4Sc(l11) és %8Ga(l11) torzsoldatok segitségével
torténd DOTA jelolések RCP értékeinek a szordsat vizsgaltuk. Itt azt talaltuk, hogy 5
egymast kovetd jelzés mellett a relativ standard deviacio (RSD) 1-3% volt. Az eltérd
napokon, eltérd eluciokbol szarmazo *4Sc(l11) és %8Ga(lll) torzsoldatok felhasznalasaval
torténé DOTA jelolések szorasa mar joval nagyobb, 10-30% RSD-t adott, ami az oldatok
Osszeallitasanak és a jelolési koriilményekben torténd minimalis valtozasoknak tudhato
be. Fontos kiemelni, hogy ezen eredmények csak az igen érzékeny inflexids pontok kortil
tapasztalhatok. Amennyiben jelolés soran a radiokémiai tisztasagot nézve az
5%>RCP>95% feltétel teljesiilt, vagyis a jelolés, vagy kozel teljesen, vagy egyaltalan
nem ment végbe, akkor az RSD minden esetben 2% alatti érték volt.

5.2.2. Kiilonboz6 kelatorok *Sc jeloléseinek dsszehasonlitisa a kapillaris rendszer

segitségével

A méréssorozat soran a leggyakrabban alkalmazott ®®Ga(IIl) kelatorok (DOTA, NOTA,
NOPO) affinitisat vizsgaltuk “*Sc(lll)-ra nézve. A reakciok soran csokkend
perces reakcioidd és 95 °C mellett. A 22. abra mutatja be a leirt kisérletek eredményeit,
ahol lathat6, hogy a NOPO nem alkalmas a *Sc(Ill) radio-fémionnal torténd
komplexképzésre, hiszen még 100 uM mellett is €épphogy 20%-0S jelolhetdség volt
tapasztalhatd. Ezen tul az is megfigyelhetd, hogy 3 uM felett a RCP fiiggetlen a NOPO
koncentraciotol. A NOTA és a DOTA kozel azonos mddon volt jelezhetd. Lathato, hogy

crer
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22, dbra Eltéré keldtor koncentrdcié mellett végrehajtott **Sc-DOTA/NOTA/NOPO jelélések
95 °C, pH =4 (0,5 M os NH,0Ac) és 5 perces reakcidid6 mellett

5.2.3. A maleimid-konjugalt kelatorok jeloléseinek eredményei és 6sszehasonlitasuk

A funkcionalizalatlan kelatorokkal végzett jelzési kisérletek ugyan alkalmasak egy
Uj radioizotop komplexképzési reakcidinak a felderitésére, azonban a kapott eredmények
nem mindig alkalmazhatok kozvetleniil az in vivo képalkotasban is hasznalt farmakonok
esetén. Ez annak kdszonhetd, hogy a kelatorok biologiai vektorokhoz torténd kapcsolasa
gyakran az egyik fémionhoz koordinalodé funkcidés csoport (pl.: karboxil-kar)
felhasznalasadval torténik, ami jelentdsen befolyasolhatja az optimalis jelzési
koriilményeket. Ennek kdszonhetd, hogy a 5.2.2. pontban leirt tajékozodo kisérletek
kiegészitésre szorultak. Ehhez maleimiddel egyszeresen funkcionalizalt kelator
szarmazékokat hasznaltunk, mivel az aromds csoportnak kdszonhetden a molekuldk
apolarosabb tulajdonsaguak, lehetové téve forditott fazisi HPLC-s analitikai elvalasztast.
Ezen tal UV aktivak, ami a kromatografias elvéalasztads kidolgozéasat megkonnyiti. A
felhasznalt szarmazékok a kovetkezok voltak: DOTA-Maleimid, DOTA-GA-Maleimid,
NOTA-Maleimid, NODA-GA-Maleimid. A két radioizotoppal ¢és a kiilonb6zo

kelatorokkal elvégzett jelolési sorozatok eredményeit a 23. abra mutatja.
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23. dbra %Ga(lll) és *“*Sc(lll) radio-fémionokkal végzett jelélési sorozatok RCP eredményei a

e ez

DOTA-GA-Maleimid, NOTA-Maleimid és NODA-GA-Maleimid; Reakciokériilmények: 95 °C,
5 perc, pH =4

Megfigyelhetjiik, hogy mig a ®3Ga(lll) esetén a kiilonbdzd kelatorokkal funkcionalizalt
maleimid szarmazékok megkozelitdleg ugyanolyan lefutasu gorbéket produkaltak, addig
a *Sc(I) esetén jelentésebb kiilonbség tapasztalhatd az egyes kelatorok kozott. A
8Ga(lll) jeloléseknél elmondhatjuk, hogy megkozelitdleg 6 uM felett mar 80%-ot
meghaladd, vagy megkozelitd RCP-t értiink el mind a négy szarmazék esetén. A gorbék
alapjan azt mondhatjuk, hogy a NODA-GA-Maleimid, vagyis az egyszeresen
funkcionalizalt NODA-GA a legalkalmasabb a %8Ga(I11)-mal torténé komplexképzésre a
feltiintetett kelatok koziil. A DOTA-Maleimid és DOTA-GA-Maleimid eredményeit
nézve lathato, hogy hasonlo a lefutasuk, de azonos kelator koncentraciok mellett rendre
kisebb RCP volt veliik elérhetd, mint a NODA-GA szarmazékkal. A négy kelator koziil
a NOTA-Maleimid teljesitett a legrosszabbul, hiszen a 6 uM kelator koncentraciot, illetve

a 70-80%-0s RCP-t elérve mar tovabbi kelator hozzaadasara sem tudtunk jobb eredményt
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elérni. Ugyanezen az abran (23. abra) lathatd, hogy a *Sc(l11) jeldléseknél a DOTA-GA-
Maleimid szolgaltatta a legkedvezobb eredményeket, hiszen mar 2 uM felett 80%-ot
meghaladd radiokémiai tisztasag volt vele elérhet6. A NODA-GA-Maleimid hasonld
eredményeket adott, mint a %Ga-DOTA-GA-Maleimid, hiszen 20 pM kelator
koncentracid6 mellett 80% koriili RCP értéket adott. Ezen kedvezd eredményekkel
szemben a DOTA-Maleimid és a NOTA-Maleimid segitségével nem voltunk képesek

80% jelolési hatasfokot elérni a leirt koriilmények kozott.

5.2.4. A 8Ga/**Sc-NODA-GA-¢(RGDfK) manuilisan és a kapillaris rendszerrel

torténo eldallitasa és az eredmények 6sszehasonlitas

Az eldz6 pontokban alapjan kivalasztottuk az idealis kelatort és az optimalis jelolési
koriilményeket és ezeket felhasznaltuk a ¢c(RGDfK) jeloléséhez. A 23. abra alapjan a
DOTA-GA és a NODA-GA kelatorok bizonyultak a legjobbnak mindkét izotop esetén.
Mivel a NODA-GA-c(RGDfK) az irodalombdl jol ismert anyag és kereskedelmi
forgalomban is kaphato, igy ennek jelolését végeztik el (95 C°; 15 perc; NHsOAc
pH =4,1; 1 M). A kapillaris rendszer segitségével végrehajtott preparativ jelolés soran a
RCY megkozelitbleg 65% volt (bomlaskorrigalt RCY =80%), mig a kézi jelolés
segitségével mindossze 50%-0s RCY volt elérhetd. A kapillaris rendszeren a legnagyobb
veszteség a prekurzorok felszivasanal tortént, hiszen az injektornak 150 pl folyadékra van
sziliksége, a reprodukalhatd folyadékmozgatasokhoz (100 ul), ami megkdzelitéleg 30%-
os veszteséget jelent. Fontos megemliteni, hogy a manuaélis jel61és és a mindségellendrzeés
teljes idOtartama megkozelitdleg 60 perc, mig ugyanez a kapillaris rendszert hasznalva

30 percre lecsokkenthetd.
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5.3. Az AAZTA szarmazékokkal végzett kisérletek eredményei

5.3.1. ¥Sc-AAZTA és DOTA jelolési koriilményeinek optimalizalasa

Az AAZTA *Sc(lll) radio-fémionnal valo jeldlhetdségének a vizsgilatira
kiilonb6z6 pH (1-9) esetén meghataroztuk a RCP-t, a kelator koncentracié (30-0,1 uM)
fiiggvényében (95 °C, 5 perc). Osszehasonlitds végett ugyanezeket a jelzési kisérleteket
elvégeztik DOTA kelatorral is. A 6 eltérd, fél-logaritmikusan csokkend kelator
koncentracio és az 9 pH-egység valtoztatasaval keltoronként dsszesen 54 pontot vettiink
fel, amit egy 3 dimenzios feliiletként abrazoltunk (24. abra, 25. abra). Az eredmények
segitségével konnyen megadhatd volt az a legkisebb kelator koncentracio, amelynél a

megfeleld pH mellett végrehajtott jeldlési reakeid kdzel 100%-0s radiokémiai tisztasagot

eredményezett.

41Sc-AAZTA

100
80
60 g
S
40 g
20
0

24. abra Az RCP értékek a keldtor koncentrdcid és a pH fiiggvényében a *“*Sc-AAZTA rendszer
esetén (RCP-Konc.-pH feliilet)
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25. dbra Az RCP értékek a keldtor koncentrdcid és a pH fiiggvényében a *®Ga-AAZTA rendszer
esetén (RCP-Konc.-pH feliilet)

Az RCP-Konc.-pH feliilleteket nézve lathato, hogy a DOTA esetén (25. abra) a jelolés
végrehajtasara a legidedlisabb a pH =3 és 4, ahol megkdzelitdleg 3 uM kelator
koncentraci6 alkalmazasaval 95% feletti jelolési érhetd el. Ezen tal pH = 2/5/6 esetén
még végrehajthatd a jelzés, de egy nagysagrenddel nagyobb (30 uM) kelator
koncentracio mellett. Az AAZTA esetén is (24. abra) a pH = 3 és 4 volt az idealis jelolési
pH-tartomany, viszont egy nagysagrenddel kisebb, 0,3 uM kelator koncentracio mellett.
A teljes pH-skalat vizsgalva (2-9) az is lathato, hogy 3 uM AAZTA koncentracié mellett
mindenhol 90% feletti jeldlési hatasfokot tudtunk elérni.

A reakciohdmeérséklet vizsgalata sordn azt a koriilmény-egyiittest valasztottuk - az
optimalizacios feliilet felhasznalasaval -, ahol a RCP megkdzelitdleg 50% volt (kelator
koncentracio: 0,1 uM; puffer: 0,25 M pH =4 NHiOAc; reakci6idé: 5 perc). Mivel
atmeneti pontrol beszéliink, igy a rendszer sokkal érzékenyebb a kiilsé koriilmények
megvaltoztatasara, aminek koszonhetden szdmunkra is egyszeriibb az eredmények
értelmezése. A reakcioidd vizsgalatdhoz hasonld koriilményeket alkalmaztuk, szintén a
megfeleld érzékenység miatt (kelator koncentracio: 0,1 uM; puffer: 0,25 M pH=14

NH4OAc; reakcidohémérséklet: 25 °C). A hdmérséklet és reakcididd lefutdsa igen hasonlo
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eredményt adott (26. abra). Mivel a 95 °C-on mért DOTA jelolések esetén 5 percnél is
csak 10%-0s hozam volt tapasztalhato, illetve a szobahomérsékleten 25 perc utan vizsgalt

minta sem érte el az 5%-0s RCP értéket, igy a tobbi pont extrapolalt érték.

100 -~ 100 -
S0 A A 90 A B
80 - 80 4
70 70
g 60 - g 60
A 50 o 50 4
€ 40 | o AAZTA g .. —e—AAZTA
30 ~ 30 ——DOTA
o | ——DOTA o |
10 5 10 /
0 - — — = 2 0 4= - = = : .
0 10 20 30 20 40 60 20 100
Reakciéidé (perc) Homérséklet (°C)

26. abra A RCP értékek a reakcididd (A), illetve a reakciohémérséklet (B) fiiggvényében a *Sc-
AAZTA/DOTA jelblések sordn

A 26. abra segitségével lathat6, hogy a leirt reakciokoriilmények kozott az AAZTA
mindkét esetben feliilmtlta a DOTA-t, hiszen mar az 50 °C-ot elérve (5 perc alatt) 80%-
nal nagyobb jelolési hatasfokot értiink el. Szobahdémérsékleten igen kis kelator
koncentracio mellett pedig mar 10 perc elteltével 50%-0s RCP értéket mértiink.

Ezen thl kinetikai vizsgalatokat végeztiink a **Sc-AAZTA-val egér plazmaban,
12 6rén keresztiil. A méréssorozat folyaman a HPLC kromatogramok kiértékelésével a
disszocidcio mértékét az AAZTA-hoz nem koordinalodd *Sc(lll) és a *“‘Sc-AAZTA
aranyaval tudtunk meghatarozni. A 27. abra ,,A” részén lathaté kromatogramot gy
kaptuk, hogy 100%-0s *‘Sc-AAZTA oldatba pipettaztunk a jeldlésekhez hasznalt
NH4OAc pufferelt #/Sc(I11) oldatot, majd ezt kovetden rdgton injektaltuk a HPLC
rendszerre. Ennek segitségével azonositottuk a termékhez, illetve a nem koordinal6do
43¢(l1)-hoz tartozé cstcsot és a hozzarendelhetd retencids iddket (*4Sc(lll):

Rt = 1,5 perc; **Sc-AAZTA: R; = 2,9 perc).
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27. dbra A **Sc-AAZTA radio-HPLC kromatogramjai. 100%-os radiokémiai tisztasdgu **Sc-AAZTA-
hoz adott NH,OAc pufferlet #Sc(lll) (A), *Sc-AAZTA kinetikai stabilitdésdnak a vizsgdlata
egérplazmdban (B). (0, 1, 2, 4, 8 és 12 6ra, 37 °C)

A ,B” részen az egérplazmaval végzett Kinetikai vizsgalat 6 idOpontban mért
kromatogramja lathatd egymasra illesztve. Lathatd, hogy még 12 ora elteltével sem
jelenik meg 1,5 perces retencios id6nél csucs, ami azt jelenti, hogy az eldallitott
#4Sc-AAZTA 37 °C-on, egérplazméban Kinetikailag inert. A cstics alatti teriiletek értékeit
abrazoltuk az eltelt id6 fiiggvényében, majd exponencialis trendvonalat illesztettiink ra.
A kapott gorbe egyenletébol szamolhato a csokkenés mértéke, amibol pedig szamolhatod
a bomlasi allando és a felezési idS. A kapott egyenlet alapjan a bomlési allandéra 0,1662
értéket kaptunk, ami 4,17 6rdnak felel meg felezési idore atszamolva. Ezt 6sszehasonlitva
a *Sc 3,97 oras felezési idejével minddssze 0,2 oras eltérés lathatd. Mivel ez minddssze
S%-os eltérést jelent, igy kijelenthetjiik, hogy a cstcsteriiletek csokkenését az izotdp

fizikai bomladsa okozza, nem pedig a kémia bomlas.
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5.3.2. A #Sc-AAZTA-C9-c(RGDfK)/BSA-val végzett biologiai vizsgalatok

Fontos megemliteni, hogy az optimalizald6 méréseket az AAZTA alapvazu
kelatorral végzetiik, mig a ¢(RGDfK)-hoz és BSA-hoz kapcsolas soran AAZTA-C9,
linkerrel ellatott kelatort hasznaltunk. Az 5.3.1. pontban leirt eredmények alapjan
kivalasztottuk az idedlisa jelolési koriilményt a “‘Sc-AAZTA-C9-c(RGDfK) és
#Sc-AAZTA-CI-BSA eléallitasahoz.

A PBS pufferelt “*Sc(I11) ,,in vivo kompatibilis” oldat eldallitasahoz meg kellett
szabadulni az eludloszerben 1év4 oxalsavtol, illetve az ioncsere soran alkalmazott
NH4OAc s6tol, mivel mindkét anyag toxikus. Hasonléan jartunk el a **Sc-AAZTA
eléallitasanal is. A *Sc-AAZTA-C9-¢(RGDfK) és a **Sc-AAZTA-C9-BSA esetén is a
jelolést kovetd tisztitasi 1épések (C18 SepPak, gélszlirés) segitségével meg tudtunk
szabadulni a toxikus komponensektdl. Az igy el6allo oldatokat a lateralis farki vénan
keresztiil injektaltuk, majd 90 perc elteltével PET/MRI leképzést végeztiink kontroll
BALB/c egerek felhasznalasaval (28. abra).

#“Sc(ln) #“Sc-AAZTA- 4Sc-AAZTA-

#Sc-AAZTA

PBS-ben C9-c(RGDfK) C9-BSA

Hugyholyag =) Tid6 —> Belek
P M3 Sziv
=P Lép =) Epehdlyag

28. abra Korondlis PET/MRI képek egészséges kontroll BALB/c egerekrél, 90 perccel a
feltiintetett anyagok injektdldsdat kévetden
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Az bsszefoglald képre tekintve (28. abra) lathatjuk, hogy a PBS pufferelt “/Sc(lll) a
majban, a Iépben és a tiidoben is megtalalhato. HPLC segitségével igazoltuk (4.4.4. pont),
hogy a beparlast és a visszaoldast kdvetden az adott koriilmények kozott irreverzibilis
kémiai valtozas nem tortént a **Sc(I11)-mal. A pér perces analitikai vizsgalatot kovetéen
azonnal injektaltuk a mintat, hogy minél inkabb kizdrhassuk az oldatban végbemend
hidrolizist. A lathatd6 megoszlas arra utalhat, hogy a beadas utan gyors hidrolizis mehet
végbe, ami aggregalodashoz vezet, igy pedig a radioizotop majban disul. Ezt latszik
alatdmasztani, hogy a majon kiviil igen jelentds mennyiségli aktivitas volt kimutathato a
tiidSben is, ami a kapillarisokban valo elakadast jelezheti. A **Sc-AAZTA nem disul sem
a mellkasi, sem a hasi régioban, a veséken keresztiil igen hamar a hugyholyagba jut a
vizelettel. Az AAZTA-C9-c(RGDfK) az epehdlyagban, a majban, a hugyholyagban
(vizelet) és kis mértékben a belekben is megtaldlhatd. A “*Sc-AAZTA-C9-BSA, fehérje-
szarmazék révén a vartaknak megfelelden a legnagyobb mértékben a majban talalhatd
meg, viszont fontos informdcid, hogy igen sokaig a keringésben marad, amire a szivben
lathaté halmozasbol kovetkeztethetiink.

Az egészséges kontroll méréseket kovetden a tumoros allatmodellen vizsgaltuk a
#5¢c-AAZTA-C9-c(RGDFK)-t, hogy bizonyossigot nyerjiink az angiogenezis marker
tulajdonsagarol. Ehhez 4T1 tumort hordozé BALB/c egereket hasznaltunk, melynek az
injektalast kovetd leképzési és rekonstrukcids protokolljat az egészséges kontroll

allatoknal alkalmazottakkal megegyezden végeztiik el (29. abra).

Hlgyholyag —> Belek
=) Epehdlyag 4T1 tumor

29. Gbra 4T1 tumor hordozé BALB/c egér korondlis (A) és axidlis (B) PET/MRI képe a **Sc-AAZTA-
C9-c(RGDfK) injektaldsat kévetben 90 perccel
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A 29. dbra alapjan kijelenthetjiik, hogy hasonlé a szervi megoszléas, mint az egészséges
kontroll allat esetén (28. abra), attol eltekintve, hogy a (képen nem jel6lt) majban kisebb
aktivitas volt kimutathato. Magasabb aktivitast az epehdlyagban, a hugyholyagban, a
belekben, illetve a tumorban talaltunk. A bal lapocka felett lathatd 4T1 tumor és a
kornyezetben 1évo izomszovet kozotti SUV értékekben egy jelentds, 25-sz06ros kiilonbség

volt mérhetd.

54. A ®Ga/*Sc-DOTA-NAPamid melanoma markerrel végzett

kisérletek eredményei

5.4.1. A jelolések, a logP vizsgalatok és a kinetikai stabilitas mérések eredményei

Mind a %Ga(lll) és a *Sc(lll) radio-fémionok esetén az optimalis jeldlési
koriilményeket meghataroztuk: 95 °C; 15 perc; pH =4, 0,5 M-0os NHsAc puffer. A
HPLC-n végzett analitikai elvalasztas utan kapott kromatogramokon a folyadékfronttal
mozgd %8Ga(lll) és **Sc(lll) retenciés ideje minden esetben 0,33 perc volt, mig a ®Ga-
DOTA-NAPamid és a “*Sc-NAPamid 1,88 percnél, illetve 1,91 percél volt azonosithato.
A radiokémiai tisztasadgot €s hozamot ezen csucsok aranyabol adtuk meg. Mindkét anyag
eléallitasa soran, a tisztitast kovetden a végtermékek radiokémiai tisztasaga minden
esetben meghaladta a 99%-ot. A bomlaskorrigalt radiokémiai hozam %8Ga(lll) esetén
80-86% kozott, mig a *4Sc(I11) esetén 60-70% kozott volt. A 8Ga-DOTA-NAPamiddal
végzett kisérletek soran a végtermék molaris aktivitas 19-23 GBg/uM tartomanyba esett,
mig ugyanez az érték a **Sc-DOTA-NAPamidnal 15-19 GBg/uM volt.

A %8Ga-DOTA-NAPamid 1-oktanol/viz megoszlasi hanyadosa (logP) -3,5+0,18
volt, mig a **Sc-DOTA-NAPamidot vizsgalva -3,30+0,14 értéket kaptunk.

A Kinetikai vizsgalatoknal Na2EDTA oldathoz, oxalsav oldathoz és egér plazmahoz
kevertiik a végtermékeket, majd megfeleld6 1dokozonként mintat vettiink és HPLC
rendszeren ellendriztiik, hogy a termék intakt maradt-e. Az ezen mérések soran kapott

RCP eredményeket abrazoltuk az eltelt id6 fiiggvényében (30. abra).
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30. dbra A %8Ga/*Sc-DOTA-NAPamid kinetikai stabilitds vizsgdlatai sordn kapott eredmények
osszefoglaldsa

A 30. abra alapjan kimondhatd, hogy az anyagok kinetikai viselkedésében kiilonbség
mutatkozik. A %8Ga-jelolt szarmazék tisztasaga csak az oxalsavas vizsgalat soran nem
csokkent le RCP = 99%-os érték ald a 120 perc alatt. Az EDTA hatéséra két ora elteltével
a RCP 97,5% ala csokken, mig ugyanez az érték egér plazmaban 96% alatt van. Ezzel
ellentétben a **Sc-jeldlt peptid radiokémiai tisztasaga két o6ran beliil allandonak

tekinthetd, jelentds csokkenés egyik esetben sem volt tapasztalhato.

5.4.2. Az in vitro vizsgalatok eredményei

Az in vitro kotédési vizsgalatok soran dsszefiiggést figyeltiink meg az *8Ga- és *4Sc-
jelolt peptid koncentracidja és az MC1-R pozitiv B16-F10 tumorsejtekhez torténd
kotédése kozott, viszont jelentds eltérés nem volt észrevehetd a két radiotrészer
Osszehasonlitasa soran (31. abra, A). Ezen tal a két anyag specificitasat MC1-R pozitiv
B16-F10 tipusu és MC1-R negativ A375 tipusu melanoma sejtvonalakat felhasznalva
vizsgaltuk. (31. abra, B). A képeket nézve lathatjuk, hogy mindkeét vizsgalat soran kozel
azonos eredményeket kaptunk a két radiotrészert 6sszehasonlitva. A 31. abra ,,A” részén
lathato hogy megkozelitdleg 1,5 uM jelolt peptid koncentracidé mellett érjiik el a telitési
platét. A ,,B” oszlopdiagramra tekintve pedig kijelenthetd, hogy a **Sc-DOTA-NAPamid
és %8Ga-DOTA-NAPamid disuldsa a B16-F10 sejtekben jelentdsen magasabb volt, mint
az MC1-R negativ A375 sejteknél.
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31. abra A B16-F10 (MC1-R pozitiv) és A375 (MC1-R negativ) tumoros sejtvonalakon végzett in
vitro vizsgdlatok eredményei; a teljes k6t6dés vizsgdlata a peptidkoncentrdcio (moldris aktivitds
alapjan szamolva) fiiggvényében (A); a sejtek dltal felvett radiofarmakon mennyisége %-ban
kifejezve (B)

A kiilonbség megkozelitleg 6tszorés mindkét idépontban, igy igazolva a két anyag
receptor specificitasat Ezen tul az is kijelenthetd, hogy a *‘Sc-jeldlt szarmazék, nem
jelentés mértékben ugyan (30 perc: 0,95+0,20; 60 perc: 1,03+0,12), de jobban duasult a
B16-F10 sejtekben, mint a %8Ga-jelslt analog (30 perc: 0,86+0,12; 60 perc: 0,84+0,14).

5.4.3.Az in vivo és ex Vvivo biodisztribucios eredmények

A kontroll, nem tumoros allatokban tortént disztribucio vizsgalatahoz a 8Ga- és
43c-jelslt peptideket (15,6+1,2 MBQ) egészséges, C5S7TBL/6 egerekbe injektaltuk, majd
60 perc elteltével teljes test PET/MRI leképzést végeztiink, amit kdvetden ex vivo
vizsgalatokat hajtottunk végre. A 32. abra mutatja be a kiértékelt PET/MRI mérések

koronalis képeit, feltiintetve a nagyobb aktivitast halmozo teriileteket.
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32. dbra Egészséges C57BL/6 egérrdl késziilt PET/MRI kép, 60 perccel a **Sc-DOTA-NAPamid és
a ¥Ga-DOTA-NAPamid injektdldsdt kévetben

Az ugyanugy erdsitett felvételeken lathato, hogy mindkét anyag megtalalhat6 a vesékben.
A hugyuti rendszer tobbi részét nézve lathatjuk, hogy a ®®Ga-DOTA-NAPamid esetén a
vizeletben és hugyholyagban a hattérrel hozzavetleg megegyez6 halmozas lathato, ami
a leképzés eldtti vizeletiiritésnek a kovetkezménye. Ezen tul megfigyelhetd, hogy a
#45¢-DOTA-NAPamid esetén a majban is volt kimutathaté aktivitds, mig ugyanez a
8Ga-DOTA-NAPamid esetén nem mondhat6 el.

Az ex vivo vizsgélatok soran 60 perccel az injektalast kovetden a feltiintetett
szervek eltavolitasra keriiltek, majd tomegmérés utdn gamma szamlaloval mértiik az
aktivitdsukat. Ezen esetekben is hasonlo eredményt kaptunk, bar kisebb eltérések voltak

megfigyelhetdk, mint a PET/MRI képek esetén (33. abra).
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33. dbra Egészséges C57BL/6 egér ex vivo biodisztribucids vizsgdlatdnak a %ID/g szévet
eredményei, 60 perccel a **Sc-DOTA-NAPamid és a ®8Ga-DOTA-NAPamid injektdldsdt kévetéen

A fenti dbrat nézve lathatjuk, hogy a vizsgalt szervek nagy részénél magasabb halmozas
figyelhetd meg a **Sc esetén, mint a ®8Ga-jeldlt szarmazéknal. Ezen tal kijelenthetd az is,
ami a PET/MRI képeken is latszott, hogy a legnagyobb halmozas a vesékben volt
kimutathat6. Az elhangzottakat Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az ex vivo szervi
megoszlasos és az in vivo PET/MRI biodisztribucids vizsgalatok hasonld eredményeket
adtak.

Az MC1-R targetalas hatékonysagat C57BL/6 egerekbe szubkutan oltott MC1-R
pozitiv B16-F10 tumorokon vizsgaltuk 60 és 240 perccel az injektalast kovetéen. Ezen
tal a B16-F10 tumorok esetén végeztink MCI1-R blokkolasos méréseket, illetve
vizsgalatokat az MC1-R negativ A325 tumorokon. Az injektalast kdvetéen 60 perccel
késziilt PET/MRI képek osszefoglalasat €s értekelését a 34. abra mutatja be.
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34. dbra In vivo tumoros C57BL/6J egerek vizsgdlata, 60 perccel a **Sc-DOTA-NAPamid és a
8Ga-DOTA-NAPamid injektdldsat kévetéen [korondlis teljes test (A, E) és axidlis (B, F) PET/MRI
képek MC1-R pozitiv B16-F10 melanoma tumor esetén; axidlis PET/MRI képek blokkolt MC1-R
pozitiv B16-F10 melanoma tumor esetén (C, G); axidlis PET/MRI képek MCI1-R negative A375
melanoma tumor esetén (D, H)

A szubkutan névekedé MC1-R pozitiv B16-F10 tumorok (34. ébra, A, B, E, F) mindkét
radiotrészer esetén tisztan kivehetdk, illetve ezen esetekben jelentds aktivitas figyelhetd
meg a vesékben, amit mar az egészséges allatoknal (33. abra) is lattunk. A blokkolasos
kisérletek soran 200 pg o-MSH blokkolot adtunk a jelolt peptidhez, amit utana
injektaltunk, majd a felvételeket ugyanugy 60 perc elteltével készitettiik el. Ahogy a
képen is lathatjuk (34. abra, C, G) a blokkol6é lecsokkentette a radiotrészerek
halmozodasat a receptor pozitive B16-F10 tumorokban. Az MCI1-R specificitas
vizsgalatahoz hasznalt A375 tumorral oltott allatokrol késziilt képeken (34. abra, D, H)
lathatjuk, hogy csak elhanyagolhatd mértékii halmozodas volt tapasztalhaté a tumorban.
A képek kvantitativ kiértékelését kovetden megerdsitést nyertek az elézdekben leirtak

(35. 4bra).
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35, dbra A “Sc-DOTA-NAPamid és a *®Ga-DOTA-NAPamid in vivo PET/MRI képeinek kvantitativ
kiértékelésébdl szdrmazé eredmények ésszefoglaldsa C57BL/6J egerekbe szubkutdn oltott
B16-F10, blokkolt B16-F10 és A375 tipusu tumorok esetén, 60 perccel az injektdldst kbvetben

A fenti Osszesitett diagramon lathatd, hogy az MC1-R pozitiv B16-F10 tumort
vizsgilva kaptuk a legnagyobb T/M (SUV) értékeket, amelyek koziil a #4Sc
radioizotoppal jelolt szarmazék kis mértékben ugyan, de nagyobb halmozast
(T/M (SUVmean): 16,98+2,36; T/M (SUVmax): 12,38+1,28) mutatott a %8Ga-jelolt
szarmazékkal szemben (T/M (SUVmean): 15,75+1,84; T/M (SUVmax): 12,40+1,09). A
kvantitativ analizisnek koszonhetden lathatjuk, hogy a blokkolt tumor és az MC1-R
negativ tumor is megkdzelitdleg 7-10 szer kisebb T/M (SUV) értékeket adtak mindkét
radiotrészerre nézve (T/M (SUVmean): 1,33-2,69; T/M (SUVmax): 1,17-2,47), ami
igazolja mindkét anyag MC1-R specificitasat.

A kovetkezd 1épésben az injektalastol szamitott 240 perc elteltével is elvégeztiik a
PET/MRI vizsgalatot ugyanazon allatokon, hogy betekintést nyerjink az anyag
szervezetbdl torténd kiiirtilésének a kinetikdjaba. Ezen tal latni szerettiik volna, hogy a
45c-DOTA-NAPamid kinetikai inertsége, illetve a *‘Sc négyszeres felezési ideje
mennyivel javitja a képmindséget és T/M (SUV) aranyt. Az adatokbol nyert 6sszefoglald
¢és Osszehasonlito PET/MRI felvételeket és T/M (SUV) adatokat a 36. abra tartalmazza.
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36. dbra A **Sc-DOTA-NAPamid és ®Ga-DOTA-NAPamid injektdldsat kévetéen 1 és 4 ordval
késziilt PET/MRI képeinek (axidlis, A) és kvantitativ edményeiknek az désszehasolitdsa
T/M (SUVmean) és T/M (SUVmax) alapjdn (B)

A PET/MRI képeken (36. abra, A) lathatjuk, hogy az injektalas utdn 1 ora elteltével
szamottevl kiilonbség nem fedezheté fel a két radiotrészert Gsszehasonlitva. Ezzel
ellentétben a 4 6ra mulva késziilt felvételen mar szembetiinG az eltérés, hiszen a
43c-jelolt szarmazék felvétele szinte valtozatlan az 1 6rashoz képest, mig a 8Ga jelzett
peptidnél jelentds aktivitascsokkenés volt megfigyelhetd. A kvantitativ kiértékelés
eredményeit nézve (36. abra, B) hasonldo megfigyelés mondhatd el, mint a PET/MRI
felvételek elemzésénél, vagyis, hogy az injektalast 1 o6raval kovetd képalkotas utan
megkozelitéleg azonos T/M (SUVmean) és T/M (SUVmax) értékeket kapunk a jelolt
peptidek Osszehasonlitasanal. A 4 6ras leképzésnél viszont jelentds kiilonbség olvashato
le az oszlopdiagramrol is. A ®Ga-jeldlt szarmazéknal lathato T/M (SUVmean) érték a
60,4%-ara, a T/M (SUVmax) a 81,7%-ara csokkent az 1 6ras pontokhoz képest [T/M
(SUVmean) 1 6ra: 15,75+1,84; T/M (SUVmean) 4 o6ra: 9,51+1,70; T/M (SUVmax) 1 ora:
12,40+1,09; T/M (SUVmax) 4 ora: 10,13+0,98). A **Sc-jeldlt peptidnél a T/M
(SUVmean) aranyszam 120,5%-ara, mig a T/M (SUVmax) 175,4%-ara nétt (T/M
(SUVmean) 1 ora: 16,984+2,36; T/M (SUVmean) 4 6ra: 20,46+2,14; T/M (SUVmax) 1
ora: 12,38+1,29; T/M (SUVmax) 4 ora: 21,72+0,96). A vizualis és kvantitativ kiértékelés
kozotti kiemelendd kiilonbség, hogy a T/M (SUVmax) értékeket nézve egyértelmiien
latszik, hogy a **Sc-DOTA-NAPamid esetén jelentés tumor/hattér arany javulas volt
lathato, mig a %8Ga-jelolt szarmazéknal csokkenés. Vagyis szervezetbdl és a tumorbol
torténd kitiriilés kinetikajaval kapcsolatban kimutathatd volt a két radiotrészer kozott

kiilonbség.
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6. Megbeszélés

A munkdm négy {6 kisérletsorozatbdl épiilt fel, amelyek egyiitt és kiilon-kiilon is
kiértékelhetdk, de kozos pontjuk a **Sc radioizotop, amelynek eltérd eléallitasi modjait,
kiilonbozé kelatorokkal vald reakcioit, illetve jelolt fehérje- és peptid-szdrmazékaival
In vitro, ex vivo és in vivo tulajdonsagait vizsgaltuk. Ezen vizsgalatok soran a kovetkezo

uj eredményekhez és kovetkeztetésekhez jutottunk:

1. Azelsd 1épésben létrehoztunk egy “Ti/*Sc izotopgeneratort, amelynek vizsgalatuk az
elticios tulajdonsagait, a kinyerhetd *Sc(I11) jelolokészségét, illetve az ujratdltésének
a metodikajat. A Filosofov és mtsai. [46], [47] altal konstrualt hasonlo
izotopgeneratorbol  kinyerhetd #4Sc  jeldlékészségével Osszevetve  hasonld
eredményeket kaptunk. Ellentétesen a tapasztalataikkal a direkt-reverz elucios
modszert rosszabbnak talaltuk, mint a direkt modszert, a nagy mennyiségii “Ti(IV)
anyaelem deszorpcidja miatt. Ezen tal kimutattuk, hogy a Debreceni Egyetem Orvosi
Képalkoté Intézetében iizemelé ciklotron segitségével termelt “/Sc(I11) jeldlékészsége

(tisztasaga) kozel egy nagysagrenddel nagyobb, mint a generatorban termeltnek.

2. Sikeresen Kkifejlesztettink egy kapillaris szintézis rendszert, amely segitségével
reprodukalhatoan, gyorsan, kevés veszteséggel ¢és kis anyagmennyiségek
felhasznalasaval voltunk képesek radiokémiai jelolési reakcidkat végrehajtani. Ezen
tal a reaktor méretének a novelésével biologiai vizsgalatokhoz elegendd aktivitasu
terméket tudtunk késziteni. A jo ismételhetéségnek koszonhetéen Osszehasonlitd
optimalizacios jeldlési kisérleteket végeztiink 8Ga(lll) és *4Sc(lll) radio-fémionok
felhasznalva. Ezen mérések soran azt talaltuk, hogy a %8Ga(lll) és “/Sc(ll1) esetén is a

DOTA-GA és a NODA-GA kelatorok voltak a legalkalmasabbak komplexképzésre.

3. A kovetkezd 1épésben a nuklearis medicina teriiletén uj komplexképzdként szerepld
AAZTA kelatorral végeztiink kisérleteket. Igen hamar kideriilt, hogy a “‘Sc-AAZTA
rendszer talszérnyalja a fentebb mar emlitett keldtorok eredményeit. 95 C°-on,
5 perces reakcioidd, pH = 3-4 és 0,1 uM AAZTA koncentraciéo mellett is 80%-ot
meghalado jeldlési hatdsfokot mutattunk ki. A 4Sc-AAZTA-C9-c(RGDfK) peptid
szarmazékkal és a “*Sc-AAZTA-BSA fehérje szdrmazékkal végzett in vivo kisérletek
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a vart biodisztribuciés eredményeket adtak. Ezen tal az egyik legértékesebb
eredményiink, annak a bebizonyitasa volt, hogy a *‘Sc-AAZTA radiofém-Kelator
rendszer lehetdvé teszi a szobahOmérsékleten és semleges pH-n torténd jeloléseket,
ami 0j teret nyithat a pH és héérzékeny molekulak, antitestek és fehérjék jelolése és

képalkotésa esetén.

4. Utols6 méréssorozatként egy melanoma markert, a DOTA-NAPamid peptid
szarmazékot jeleztiik ®3Ga(l11)-mal és “*Sc(111)-mal, hogy in vivo kériilmények kozott
hasonlitsuk Ossze a radiofém biodisztribuciora és kinetikara gyakorolt hatasat. Azt
taldltunk, hogy a #‘Sc-jeldlt peptid plazméban Kinetikailag inertebb, in vivo
koriilmények kozott nagyobb arany tumor halmozast produkal, illetve hosszabb
kovetést tesz lehetévé a kedvezo kitirtilési tulajdonsagai és az izotop felezési ideje
miatt. Ezen kisérletek eredményei is megerdsitették a hipotézist, hogy a #‘Sc
segitségével sok szempontbdl kedvezdbb tulajdonsdgu biomarkerek allithatok eld,

mint a %8Ga-ot hasznalva.

A kovetkezOkben tovabbi megfigyeléseket és hozzaflizéseket teszek a fenti pontokhoz.

6.1. A *Sc eldallitasaval kapcsolatos eredmények értelmezése és

megbeszélése

A kezdeti célkitlizésiinket teljes mértékben sikeriilt megvalositani, miszerint a
Scanomed Kft. radiokémiai laboratoriumdban hozzunk létre egy, a radiokémiai
tesztelésekhez ¢€s optimalizalasokhoz, illetve t4jékozodd biologiai vizsgalatokhoz
elegendd aktivitast szolgaltatd *Ti/**Sc izotopgeneratort. A munkam kezdetén minddssze
egy, irodalomban kozolt modszert talaltunk, ahol Filosofov és mtsai. [46] (2010) allitottak
eld ilyen tipust generatort, igy a *Sc radioizotoppal végzett kozlemények szama csekély
volt. Tobbek kozott emiatt is alakitottuk ki a sajat rendszeriinket, ami Magyarorszagon
elséként biztositott **Sc radioizotopot.

A generator létrehozasa soran a Sc(Ill) és Ti(IV) fémionok elvalasztasdhoz az
oxalattal alkotott komplexeinek az eltéré tulajdonsagat hasznaltuk ki. Az alkalmazott
koriilmények kozott (0,07 M HCI/ 0,005 M oxalsav) a [Sc(C2Ha)2(H20)2] és a
[Ti(C2H4)2(OH)2)% formak vannak jelen oldatban [94], [95]. A két komplex bruttd

79



negativ toltése eltér, ami a Ti(IV) nagyobb oxidacios allapotanak, illetve a kisebb pH-n
hatasara a feltiintetett oxalat-komplexek disszocialnak [92], [93]. Ez a folyamat a
[Sc(C2H4)2(H20)2]" esetén mar a 0,07 M HCI/ 0,005 M oxalsav Osszetételii olddszer
keverékben végbemegy, mig a [Ti(C2H4)2(OH)2]> komplexnél csak nagyobb HCI
koncentracioknal keriil eldtérbe ez a folyamat. A leirt kémiai tulajdonsdgoknak
koszonhetden anioncseréld gyanta segitségével szelektiv elvalasztast tudtunk kivitelezni
a “Ti(1) anyaelem és a **Sc(I1I) leanyelem esetén.

Az egyik alapvetd eltérés a Filosofov-féle és a mi generatorunk kozott az elualhato
aktivitasban keresendd, hiszen Filosofov és mtsai. egy 180 MBQ-es, mig mi egy
3 MBg-es generatort alakitottunk ki. Résziinkrdl ez egy tudatos 1épés volt, hiszen a *Ti
koltséges elballitasa miatt bizonyitani szerettilk volna, hogy egy hatvanszor kisebb
aktivitasu (és koltségil) generator segitségével is képesek vagyunk megfeleld vizsgalatok
elvégzésére, amit e doktori értekezés keretein beliil igazolni is tudtunk. A kialakitas és az
azt kovet6 elualasok szinte teljesen ugyanazokat az eredményeket szolgaltattak, mint
Filosofov és mtsai.-nak [46], a Ti(IV) attorés kivételével. A ,direkt-reverz” elucios
médszerrel az elsd elicid soran jelentdsebb aktivitast (~0,3 MBq) *Ti anyaelem hagyta
el a generatort, igy ezzel felhagytunk, csak direkt modon elualtuk a generatort. Ez
valdsziniileg annak tudhaté be, hogy a betdltés sordan a gyanta kozvetlen tetejére
adszorbealtuk az anyaelemet, igy a forditott elucid soran jelentdsebb mennyiség tavozott,
mint a generator masik oldalan. Ezen til az eluatum aktivitdsat minden alkalommal
mértiik, igy kdzvetetten nyomon tudtuk kovetni az izotopgenerator *Ti szintjét (17. abra,
19. abra). Az abrazolt pontokra illesztett egyenes meredeksége megadta a generator
aktivitas-csokkenésének a mértékét, amely nagyobb volt, mint ami a **Ti bomlasabél
adédna. Mivel SPET/CT segitségével is tudtuk monitorozni a “Ti(IV) kedvezétlen
mozgasat a gyantan (16. abra), igy megkdzelitleg 60 eluciot kovetden Gjratoltottik a
generatort, gy, hogy az anyaelem az oszlop kozepén helyezkedjen el. Az 4j elrendezéssel
is teszteltiik a ,,direkt-reverz” elticids technikat, de hamar kideriilt, hogy nem sikertilt
csokkenteni a **Ti(IV) hosszanti iranyban torténd elmozdulasat, illetve deszorpcidjat az
allofazisrol (20. abra). Itt az els6 toltésnél hasznalt 10 ml elualoszerhez képest 10-10 ml-t
(direkt és reverz), vagyis Osszesen 20 ml-t hasznaltunk egy elicional, ami okozhatta a
gyorsabb deszorpciot. A megndvelt eliucios térfogattol fiiggetleniil a hosszanti irdnya
elmozdulas mindkét kisérletiink soran jelen volt, amire a reverz eliicio rasegitett. Mivel

Filosofov és mtsai.-nak azéta nem jelent meg a generator allapotaval, vagy annak

80



esetleges ujratdltésével kapcsolatos kozlemény, igy ezen eredményinket egyelére nem
tudjuk 0sszehasonlitani. A sajat tapasztalataink alapjan a generatoruk létrehozasat koveto,
megkozelitdleg 50-100 elucié utan mar naluk is jelentkeznie kéne a *Ti jelentdsebb
deszorpcidjanak.

Fontos megemliteni, hogy a fent leirt kvantitativ nyomon kovetéséhez
elengedhetetlen volt a miiszereinket kalibralni **Sc radioizotépra. A kalibracios faktor
bevezetésének alapjaul a hitelesitett HPGe — gamma spektrométerrel kapott eredmények
szolgaltak. Ezen mérésiinket a doziskalibrator ?’Na csatorjan, illetve egy
MEDISO — AnyScan berendezés segitségével ellendriztiik [96]. Filosofov és mitsai.
kozleményében talalhato egy emlités, miszerint a **Sc aktivitdsokat egy Curie-meter
doziméter 18F csatornajan mérték és szoroztik egy korrekcios faktorral (0,7) [46]. Arrol
nem talaltunk semmilyen informaciét, hogy miként jutottak ehhez a korrekcios faktorhoz.
Ezen tal mas kdzleményekben rendre gamma spektrométerrel végzik el a termelt *4Sc
aktivitas mérését [99]. Esetiinkben a doziskalibratoron létrehozott **Sc csatornan mért
43¢ aktivitas értékek megkozelitdleg feleakkorak, mint a ®F csatornan mérve ugyanazt
a mintat, vagyis a ®F-ra vonatkoztatott korrekciés faktorunk megkozelitleg 0,55. Az
altalunk és Filosofov és mtsai. altal mért, ®F csatornahoz viszonyitott faktorok kozotti
eltérések valoszinlileg geometriai okokra vezethetd vissza.

A generatorbol kinyert és ciklotronban eléallitott 44Sc &sszehasonlitdsa soran
elsOének a radionuklidos tisztasdgot érdemes megemliteni. A generator esetén az egyetlen
radionuklid szennyezé a **Ti lehet, amely az all6fazisrol torténd deszorpcid révén juthat
az eluatumba. Ennek mértéke megkozelitleg 0,03-0,21% volt, ami igy 99,97-99,79%-0s
radionuklidos tisztasigot eredményezett **Sc-ra nézve. Ez az érték megegyezik a
Filosofov és mtsai. altal tapasztaltakkal. Ezzel ellentétben a ciklotronban torténd eldallitas
soran 3 masik szkandium izotop is termelédott (*“MSc, 4’Sc, “8Sc), amelyek ugyanazon
elem révén kémiai modszerek segitségével nem elvalaszthatok. A ciklotronnal kapott
mintak radionuklidos tisztasaga 94,19+1,35% volt, ami korrelalt az irodalomban talalhato
95,7%-os értékkel [49]. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a generatorbél szarmazé */Sc
radionuklidos tisztasdga kdzel 5%-kal nagyobb, mint a ciklotronban termelt parjanak.

Ezt kovetden Osszehasonlito kisérleteket végeztiink, hogy részletesebb informaciot
kapjunk az eldallitott *4Sc(lll) jeldldkészségérdl, vagyis az egyéb fémionokra nézett
szennyezettségérol. Ehhez mind az izotopgeneratorabol szarmazo, mind a ciklotronban
eléallitott és altalunk feldolgozott **Sc radioizotoppal jeloléseket végeztiik, amelyek

eredményei jol korrelaltak a Kerdjoud;j és mtsai. kozleményében szereplé adatokkal (21.
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abra) [3]. Igy kijelenthetd, hogy a ciklotronban termelt és tisztitott “Sc(l11) segitségével
egy nagysagrenddel kisebb kelator koncentracio mellett is sikeres jeloléseket (RCP>90%)
tudtunk végrehajtani, a generatorban termelthez **Sc(l11)-hoz képest. Ez valésziniileg
annak koszonhetd, hogy a generatorbol elualt oldatban folyamatosan né a szennyezé
fémionok koncentracioja. Mivel a legkisebb mérhet6 mennyiségii fémion szennyezd is
nagysagrendekkel magasabb koncentracidoban van jelen az oldatban, mint a radiofém, igy
kompetitiv folyamatok mehetnek végbe, ami a radioaktiv izotop komplexképzodését a
hattérbe szorithatja [100], [101]. A keltortol és a radiofémtol fliggben a jelzési reakcidkat
jellemzden a Zn?*, Fe** és Cu?* fémionok befolyasoljak a leginkabb [101]. Ezen fémionok
ugyan csak ppm-es mennyiségben talalhatok meg az elualdszerekben, de az
izotopgenerator tobbszori eludldsa miatt a szennyezok akkumulalédhatnak, majd kés6bb
szennyezhetik az eludtumot. A “Ti/*Sc generator eltcids profiljat vizsgalva (18. 4bra)
lathato, hogy a *‘Sc(lll) nagy térfogatban moshaté le a rendszerrél, ami okozhatja a
frakciok eltérd szennyez0 tartalmat. Ez a hatas valosziniileg mérsékelhetd a generatorhaz
hosszanak a novelésével és a belsé atmérd csokkentésével.

Vagyis az elhangzottakat dsszefoglalva: a **Ti/**Sc izotopgenerator elénye, hogy
az anyaelem hosszi felezési idejének (60,3 év) koszonhetden és az id6kozonkénti
ujratoltés segitségével igen hossz ideig hasznalhatd jelentdsebb aktivitascsokkenés
nélkiil, illetve kdzel 100%-os radionuklidos tisztasagn **Sc allithaté elé vele. Hatranya
viszont, hogy folyamatos ujratoltést igényel, illetve a szennyez6 fémionok koncentracioja

az eluciok szamaval folyamatosan ndhet.

6.2. A kapillaris rendszer segitségével nyert eredmények értelmezése és

megbeszélése

A Kkapillaris rendszer megépitésénél az volt a f6 célunk, hogy egy olyan berendezést
hozzunk létre, amely segitségével gyorsan, kis térfogatban, j6 reprodukalhatdsaggal
tudunk kelator optimalizalasokat, majd minimalis atalakitassal preparativ jeloléseket
végrehajtani, gy, hogy kozben on-line HPLC-s analitikai vizsgalat folyik.
Tovabbfejlesztve az el6z6 verzidt [61], egy olyan eszkdzt hoztunk létre, amelyben egy
Arduino vezérlés segitségével harom HPLC szelep felelds a folyadék utak dsszekotéséért,
amik teflon kapillarisokon keresztiil kapcsolodnak. A folyadékmozgatast egy dupla-

fecskenddvel ellatott fecskenddépumpa végzi, illetve a reakcido végeztével a HPLC
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folyadékpumpaja segitségével keriil a minta az analitikai rendszerre (11. abra). A
kereskedelmi forgalomban 1év6 szintézis panelekkel és modulokkal 6sszehasonlitva az
egyik legfontosabb kiilonbség a reakcio térfogata, amely miatt ezen rendszerek
preklinikai alkalmazasa limitalt. A modulok altalaban 5-20 ml-es folyadékmozgatassal,
10-20 ml-es végtérfogattal és igen jelentds ligandum felesleggel mitkodnek [102], [103].
A rendszeriink esetén 10-10 pl prekurzor Osszeinjektalasaval optimalizacids, mig
100-100 pl 6sszeinjektalasaval preparativ jelolési reakciokat tudtunk kivitelezni. Ennek
koszonhetéen Kis mennyiségii ligandum felhasznalassal, nagy aktivitaskoncentracioban
¢€s nagy molaris aktivitas mellett all el6 a mindségellenérzott termék a szintézis végeén.

Az kapillaris rendszert hasznéalva, a megfeleld beallitasok és finomhangolasok
végeztével elkezdtiik a jelolési reakciok ismételhetdségének a vizsgélatat. Azt talaltuk,
hogy a ,,RCP —Kelator koncentracio” gorbék inflexios pontjanal torténd jelolések
ismétlésével az RSD 1-3% volt, ha a radionuklid ugyanazon eluciobol szarmazott, mig az
RSD 10-30%-ra nétt, ha mas napon, mas eluciébol torténd jeldléseket végeztiink el. Ez
azzal magyardzhatd, hogy az inflexios pontnak megfeleld kelator koncentracié mellett a
rendszer érzékeny az izotopgeneratorokbdl kioldddd, valtozd mennyiségli fémion
szennyezokre [100]. Fontos megjegyezni, hogy az inflexids ponttdl kiilonboz6 kelator
koncentraciok esetén az RSD rendre 2% alatti volt.

Ezt kovetéen funkcionalizalatlan kelatorok jelolését végeztiik el *Sc(Ill)
felhasznalasaval. A harom valasztott keldtor a DOTA, a NOTA és a NOPO volt, hiszen
ezeket igen széles korben alkalmazzak ©8Ga(lll)-mal torténd komplexképzéséhez
kiilonb6z6 radiofarmakonokban [104], [105]. A DOTA és NOTA esetén a karboxil-karok
szamanak és a gylirliméret valtozdsinak a hatasat tudtuk vizsgalni a *“*Sc(lll) jelzési
hatasfokra nézve. A NOPO esetén pedig a foszfinat-csoportok affinitasat tudtuk
Osszevetni a karboxil-karokéval. A kapott eredményeket egymassal dsszehasonlitva azt
lattuk (22. dbra), hogy a NOTA és a DOTA hasonldan jol jeldlhetd volt a *4Sc(111) radio-
fémionnal (95 °C, 5perc, pH=4), hiszen 3 uM-0s kelator koncentracid6 mellett
megkozelitéleg 90%-0s RCP volt elérhetd veliik. A NOPO esetén ugyanilyen kelator
koncentraci6é mellett mindossze 20%-os jeldlési hatasfok lathatd, amely tovabbi kelator
hozzaadasara nem emelkedik, telitésbe megy. A megfelels *Ga-jeldlt szarmazékok
irodalomban megtalalhatd jelolési eredményeit nézve az mondhatdé el, hogy a
8Ga-DOTA 5 uM-o0s kelator koncentracio mellett 90%-os radiokémiai hozammal volt
eléallithato [2], ami megkdzelitéleg a ®8Ga-NOTA-ra is igaz (1-50 uM) [2], [61]. A

8Ga-NOPO eléallitasanal akar 1,0-0,1 uM koriili kelator koncentracié is alkalmazhato
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[61], [106]. Osszehasonlitva a *“*Sc-os eredményeinkkel kijelenthetd, hogy a DOTA és
NOTA kelatorok hasonloan jol jelolhetdk **Sc(lll) radio-fémionnal, mint a ®8Ga(lll).
Ezen tul azt is lattuk, hogy a NOPO viszont nagysagrendekkel rosszabbul teljesitett
hasonlé koriilmények kozott, mint a tobbi kelator. Ezek az eredmények valoszinlileg
annak kdszonhetdk, hogy a **Sc-DOTA esetén a fémion mind a 8 koordinacids helyét
elfoglaljadk a kelator donoratomjai igy létrehozva egy kedvezményezett négyzetes
antiprizmas szerkezetet [1]. Ugyanez nem mondat6 el a NOTA és NOPO esetén, hiszen
mindkét kelator mindossze 6 donoratommal rendelkezik, igy a l1étrejové komplex torzult
oktaéderes szerkezetii lesz [1]. A Sc(IIl) ionsugara 88,5 pm, mig a Ga(lll) esetén ez az
érték 76,0 pm, ami alapjan azt mondhatjuk, hogy mindkét fémion ,,hard” savnak felel
meg [107]. Mivel az altalunk vizsgalt kelatorokban a koordinalédo csoportok minden
esetben ,hard” bazisnak felelnek meg, igy kijelenthetd, hogy a kelatorokkal valo
jelolhetdségben talalt — olykor szamottevo - eltérések nem feltétleniil a fémionok és a
donoratom ,hard-soft” jellegébdl adddnak. Ezen tal azt is lattuk, hogy a NOPO
nagysagrendekkel rosszabbul teljesitett hasonlo koriilmények kozott, mint a tobbi kelator.
A NOPO alacsony jelolhetdségét a foszfinat-karok és a fémion kozott kialakuld nem
kedvezményezett koordinativ kotés kialakulasaval magyarazzuk.

A funkcionalizalatlan kelatoros vizsgalatok kiegészitésre szorulnak, hiszen a
radiofarmakonokban torténd felhasznaldas sordn a bifunkcids kelatorok egyik —
jellemzden — karboxil csoportjat funkcionalizaljak, ami ennek hataséara koordinativ kotés
kialakitasara alkalmatlannd valik. Ezért a funkcionalizalatlan kelatorok jelolését kovetden
a kedvezd eredményeket ado DOTA és NOTA kelatorok maleimid szarmazékaival
folytattuk a vizsgalatot, illetve elvégeztiik az analogjaiknak (DOTA-GA-maleimidnek ,
NODA-GA-maleimidnek) is a vizsgalatat (23. abra). A ®3Ga-mal torténé jeldléseink soran
hasonlé eredményeket kaptunk mind a négy kelator szarmazékra, amelyek megegyeztek
az irodalomban talalhatdo hasonléan monofunkcionalizalt szarmazékok eredményeivel
[108], [109]. A #*Sc esetén még kevesebb adat 4ll rendelkezésre az irodalomban és azon
esetekben is Kkevésszer lathatd koncentracié fliggéssel kapcsolatos adat. Sajat
eredményeinkre tadmaszkodva elmondhatd, hogy a DOTA-GA-maleimid bizonyult a
legjobbnak, mig a vartaknak megfeleléen a NOTA-maleimid a legrosszabbnak. A
vartakkal ellentétben a masodik legjobb a NODA-GA-maleimid volt, nem pedig a elére
feltételezett DOTA-maleimid, amivel talalhatok sikeresen elvégzett jelolések az
irodalomban. Ezen adatainkkal ellentmondanak a K. A. Domnanich és mtsai. altal k6zolt

eredmények, akik forditva irtak le a két kelator egymashoz viszonyitott jeldlhetoségét
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[80]. A Kkisérletsorozatot a kovetkez6 napon, mas eliciobol megismételtiik, de
ugyanazokat a lefutasu gorbéket kaptuk. A K. A. Domnanich és mtsai., illetve a mi
eredményeink kozotti eltérés két moédon magyarazhatd. Az egyik a ligandum-hatas, ahol
a kelatorhoz kapcsolt molekuldk (egyszeri csoportok, peptidek, fehérjék, stb.) jelentds
hatassal vannak a komplexképz0 tulajdonsagokra a sztérikus gatlas és az elektroneloszlas
megvaltozasa révén. Tobbek kozott ezért, illetve a kémiai és biodisztribucios
tulajdonsagok finomhangolasa végett hasznalnak eltéré szamu és tulajdonsagu funkcios
csoportokbol felépiil6 linkereket a bifunkcios kelator és a vizsgalni kivant molekula
Osszekotésére [110], [111]. Mi egy kismolekulaval, a maleimiddel funkcionalizalt
kelatorokat vizsgaltuk, mig 6k RGD és NOC peptidekkel kapcsolt rendszereket néztek.
Az ilyen eltérések mar befolyasolhatjak annyira a komplexképzédést, hogy a leirt
mérteki eltérések megfigyelhetdk legyenek. A masik lehetséges magyarazat a szennyezd
fémionok valtozé mennyiségébdl adodik. K. A. Domnanich és mtsai. azt is kimutattak,
hogy a “‘Sc-NODA-GA-RGD/NOC rendszer sokkal érzékenyebb a Cu®* és Fe®*
szennyezbédésekre [80], mint a “*Sc-DOTA-RDG/NOC, igy feltételezhetden szennyezd
fémionokban szegényebb koriilményeket tudtunk biztositani, ami esetliinkben novelte a
NODA-GA-maleimid jelolhetéségét.

A fentebb leirt kelator sorrend, illetve a részletezett okok miatt a 8Ga-NODA-GA-
c¢(RGDfK) preparativ jelzését hajtottunk végre a kapillaris rendszeren. Ehhez az
Osszeinjektalt folyadéktérfogatokat 10-10 pl-r61 100-100 pl-re noveltiik hosszabb
csovezés bekotésével, hogy a keletkezd reakcioelegy térfogata ideélis legyen preklinikai
vizsgalatok elvégezésére. Mivel meglehetdsen nagy irodalmi hattere van a ®8Ga-NODA-
GA-c(RGDfK)-nak, igy az eredményeinket dsszevetettiik mas kutatocsoportokéval. Ezek
alapjan elmondhatjuk, hogy a kapillaris rendszer akar tobb nagysagrenddel kevesebb
ligandum felhasznalasaval képes lizemelni, mint egyes szintézismodulok [8], [112].
A Modular-Lab PharmTracer szintézispanelt, vagy kézi jeloléseket hasznalva akar
10-20 pg peptid felhasznalasa is megtorténik, mig esetiinkben ez az érték a 0,6 pg-ot is
elérheti. Ezen tal a reakcioidonk is kevesebb az altalanos 15-20 perchez képest [8], [112],
hiszen jellemzdéen 5-10 perc a reaktorban toltott id6, mig a teljes eldallitas idétartama

mindossze 30 perc.
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6.3. Az “Sc-AAZTA-val és szarmazékaival végzett vizsgalatok soran

nyert eredmények értelmezése és megbeszélése

A Bracco gyogyszergyar altal rendelkezésiinkre bocsatott AAZTA vizsgalatat
el6szor a funkcionalizalatlan keldtoros mérések kivitelezésével kezdtiik. Fontos kiemelni,
hogy a méréssorozatban manudlisan végeztiik a jeloléseket, nem pedig a kapillaris
rendszer segitségével. Hogy &sszehasonlitasi alapunk legyen nem csak a “‘Sc-AAZTA,
hanem a %‘Sc-DOTA rendszer teljes jelolési optimalizalasat elvégeztiik. A kapott
optimalizaciés feliileteket nézve (24. abra, 25. abra) kideriilt, hogy az AAZTA
kiemelkedéen jo kelatora a **Sc(lll)-nak, hiszen igen széles pH tartomanyban képes
alacsony kelator koncentraci6é mellett is jo jel6lési hatasfokot produkalni. Annak ellenére,
hogy a DOTA egy alkalmas komplexképzdje a **Sc(lll)-nak az AAZTA-hoz képest
sziikebb pH tartomanyba (2-4) jelolheto, illetve tobb, mint egy nagysagrenddel magasabb
kelator koncentracio mellett szolgaltat ugyanolyan jelolési hatasfokot. Kiemelendo, hogy
az AAZTA segitségével képesek vagyunk szobahdmérsékleten és pH =7 koril jo
hozamu jelzéseket végrehajtani, ami nagyon igéretes, hiszen lehetévé teszi hé- és pH-
érzékeny vegyiiletek (egyes peptidek, fehérjék és antitestek) jelolését. A semleges pH-n
tortént jelolés foként az Sc(lll) hidrolitikus tulajdonsaganak (6. abra) koszonhetd,
miszerint fiziologias sokoncentracié mellett a hidrolizise nagyobb pH-n kezdddik, mint a
Ga(III) esetén.

A DOTA-val szobahdmérsékleten nem voltunk képesek szamottevd jeldlést elérni
30 percen beliil, mig az AAZTA-t haszndlva mar 10 perc elteltével jelentds hozam volt
produkalhatd. Ezen tul bebizonyitottuk azt is, hogy fiziologias koriilmények kozott is
kelld kinetikai inertséggel rendelkezik a komplex, hiszen 12 ora elteltével is intakt
maradt. Az irodalomban taldlhato radio-fémion-kelator parosok koziil minddssze a 54Cu-
TETA, az "!n-HBED és SHBED, a Zr-DFO, illetve a ®Ga-AAZTA és DATA
komplexeknél beszélhetiink pH =7 és szobahémérséklet esetén szamottevé modon
végbemend jelolési reakciokrol [1].

A kapott eredmények alapjan megvizsgaltuk, hogy in vivo koriilmények kozott,
egészséges allatokban milyen a biodisztribucioja a PBS pufferelt *4Sc(l11)-nak, a *4Sc-
AAZTA-nak, illetve a jelolt peptid és fehérje szarmazékainak (28. abra). A pufferelt
radio-fémion féleg a majon, mig **Sc-AAZTA a vart modon, igen gyorsan a veséken

keresztiil iiriilt ki és a vizeletben duasult 90 perccel az injektalast kovetden.
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A #Sc-AAZTA-C9-¢(RGDfK) méas RGD tartalmu radiotrészerekhez hasonléan az
epehdlyagban, a belekben és a htigyholyagban volt megtalalhato [79], [113]. Ezt
okozhatja az adott teriiletek magasabb ayvBs integrin expresszidja, az anyag lipofilebb
jellege, illetve a hepatobiliaris Gton toérténéd kivalasztodas [79]. A 4T1 tumort hordozo
BALB/c egérbe torténd injektalasat kovetden a szervektdl elkiiloniilé halmozast
lathattunk a tumorban (29. abra). A halmozas mértékét a tumor/izom (SUV) aranyaban
adtuk meg, aminek az értéke megkozelitéleg 25 volt, amirél elmondhatd, hogy mas RGD
alapt radiotrészerekkel 6sszehasonlitva ($4Ga-NODA-GA-c(RGDfK): 12,80 [114]; %8Ga-
DOTA-c(RGDfK): 12,37 [114]; ®Ga-NODA-GA-E[c(RGDyK)].: 4,6-9,6 [115]; %Cu-
NODA-GA-E[c(RGDyK)]2: 3,9-12,8 [115]; [*®F]4/x-F-cycloRGD: 1,8-4,1 [116])
kimagasloan nagy. A leirtak segitségével igazolni tudtuk, hogy az -eldallitott
#S¢c-AAZTA-C9-¢(RGDfK) hasonlé biodisztribucios tulajdonsagokkal rendelkezik,
mint az irodalomban mar kdzolt egyéb szarmazékok. A kiemelkedden magas tumor/izom
aranynak, a jeloléshez sziikséges alacsony ligandum mennyiségnek, illetve a *4Sc
kedvezd, 4 oras felezési idejének koszonhetden kecsegtetd alternativat kinal az emlitett
radiotrészerek mellett. A felsoroltak mellett nagyon fontos kiemelni, hogy a
diagnosztikus jelentdségii **Sc-nak van terapias izotopparja, a *’Sc. Ennek a jelentdsége
abban rejlik, hogy adott **Sc-jeldlt diagnosztikus radiofarmakon alkalmazasat kovetéen
a *’Sc-jelslt szarmazékkal ugyanazon biodisztriblicié mellett végezhetd terapia.

A leirtakon kiviil teszteltiik a szobahdmérsékleten és pH = 7-en végzett jelolés
hatékonysagat, amit AAZTA-C9-BSA segitségével hajtottunk végre. A BSA ¢és
AAZTA-C9 kapcsolasat kovetden jeldltiik *4Sc(l1)-at felhasznalva a leirt koriilmények
kozott, majd egészséges egérbe injektaltuk. Azért egészséges egeret hasznaltunk, mivel
nem célzott vizsgilat végrehajtasa volt az elsédleges cél, hanem latni a **Sc-AAZTA-C9-
BSA in vivo viselkedését és biodisztribucidjat. A vartaknak megfelelden az aktivitas nagy
része a szivben és a majban volt megfigyelheté 90 perccel az injektalast kovetden, ami a

fehérje méretébdl adodott.
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6.4. A “Sc/®Ga-DOTA-NAPamiddal végzett vizsgalatok soran nyert

eredmények értelmezése és megbeszélése

A munkam ezen részének a célja az volt, hogy feltérképezziik az altalunk jonnan
eléallitott **Sc-DOTA-NAPamid radiotrészernek az MC1-R specifikussagat, megfeleld
melanoma 4llatmodellt haszndlva. Ezt kovetden a **Sc-jeldlt molekula kémiai
tulajdonsagait és melanoma specificitasat Osszevetettikk az irodalomban mar leirt
8Ga-DOTA-NAPamidéval. A **Sc-DOTA-NAPamid jelolést kidolgoztuk a ®Ga-jelslt
szdrmazEék mintdjara, aminek az eredményeképpen rendre RCP >99% termékeket
tudtunk eléallitani, melyeknek a molaris aktivitas minden esetben minimum 15 GBg/uM
volt. A nem bomlaskorrigalt radiokémiai hozam esetén lathato az elsé eltérés (**Sc-
DOTA-NAPamid: 60-70%; %8Ga-DOTA-NAPamid: 80-86%), hiszen a ciklotronban
eldallitott *4Sc tisztitdsa és toményitése egy extra lépés a ®8Ga-DOTA-NAPamid
eléallitasahoz képest. Ennek soran a céltargy anyagatol (Ca) €s a benne talalhato esetleges
szennyez6 fémionoktol (Cu?*, Fe**, Zn?*) szabadulunk meg. Ezen til a **Sc kioldasahoz
hasznalt 3 M-os u.p. HCI oldat a toménységénél fogva koncentréaltabban tartalmazza az
emlitett fémionokat, illetve nehezen pufferelhetd. Az eldallitasi koriilmények
megegyeztek mindkét radiotrészer esetén (pH =4, 1 M NH4OACc; 95 °C; 15 perc).

A logP vizsgilatok eredményei (**Sc-DOTA-NAPamid: -3,30; ®8Ga-DOTA-
NAPamid: -3,50) alapjan mindkét radiotrészer hidrofil jellegii, igy a vartaknak megfelel6
volt, amikor a késdbbi in vivo vizsgalatok soran a vesén keresztiil iiriiltek a szervezetbol.
Megemlitendd, hogy a logP értékek alapjan a **Sc-jelslt molekula kis mértékben ugyan,
de hidrofobabb jelleget mutatott. Ez valosziniileg annak koszonhetd, hogy a Ga(lll)
jellemzden oktaéderes szerkezetli komplexeket alkot 6 koordinativ kotésen keresztiil
[117]. Emiatt a DOTA-NAPamid kelatoran 1év6 Osszesen 7 donoratomja koziil
minddssze 6-hoz tud koordinalodni (4 gylirlinitrogén és 2 deprotonalt karboxil-kar),
aminek koszonhetden egy karboxil-kar koordinalatlanul marad, illetve a komplex nem
lesz toltéssemleges [118]. A Sc(lll) hajlamos 7, vagy akar 8 koordinacios kotés
kialakitasara is [119], [120], aminek koszonhetéen a harmadik karboxil-kar is
koordinalddhat, igy toltéssemlegessé €s apolarosabb jelleglivé téve a teljes molekulat,
kiilonbséget mutatva a logP értékében.

Az Na;EDTA-ban, oxalsavban és egér plazmaban végzett Kinetikai mérések azt

mutattak, hogy a **Sc-DOTA-NAPamid kinetikailag inertebb, 2 6ra elteltével semmilyen
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RCP valtozas nem volt észrevehetd esetében, mig a ®3Ga-ot tartalmazo komplexet nézve
mar 1 ora elteltével megkozelitdleg 5%-ot esett egér plazmaban (30. abra). A leirtak
alapjan kijelenthetd, hogy hasonld, vagy jobb kémiai tulajdonsagokkal bir a #*Sc-DOTA-
NAPamid, illetve a **Sc megkozelitdleg négyszeres felezési ideje is elényhoz juttatjak a
®8Ga-DOTA-NAPamiddal szemben.

Az MC1-R specificitast eldszor receptor pozitiv B16-F10 tumorsejteken vizsgaltuk
in vitro korilmények kozott. A kotdédéses vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy
megkozelitdleg 1600 nM #4Sc/*®Ga-DOTA-NAPamid koncentracio eléréséig gyorsan
ndvekszik a teljes kotédés értéke (mol/sejt x 10°28), majd 3600 nM-t elérve ,,steady state”
allapotba keriil (31. abra). Az altalunk tapasztalt igéretes eredményeket alatamasztottak a
Cheng és mtsai. [12], illetve a Froidevaux és mtsai. [13] altal leirtak, miszerint tobb
DOTA-a-MSH analog kozil a DOTA-NAPamid volt a legalkalmasabb MC1-R
kimutatasara. Ezen til a specificitds tovabbi bizonyitdséhoz MC1-R negativ A375
melanoma sejtvonalakon is elvégeztilk a méréseket, ahol a vartaknak megfeleléen azt
lattuk, hogy az MC1-R pozitiv B16-F10 sejtek megkozelitéleg 5-6-szoros% 1D/10° sejt
(0,8-1,0) értékeket adtak az A375 sejtekkel szemben. A magas halmozasokat mar Cheng
¢és mtsai. [11], [12] és Tafreshi és mtsai. [121] is leirtak, illetve azt is, hogy az A375
sejtvonalnak 500 kotohely/sejt, mig a B16-F10 sejtvonalnak 22 000 kotéhely/sejt a
receptor kotddési kapacitasa.

A sejtes vizsgalatokat kovetden egészséges kontroll és tumort hordozéd egerek
segitségével vizsgaltuk mindkét anyag biodisztribuciojat. A PET/MRI képalkotassal és
az ex vivo biodisztribucios vizsgalatok segitségével igazoltuk a vesén torténd kiliriilést,
amit a magas vese felvétel bizonyitott (%ID/g: 2,43-3,97). Ezen tal alacsony felvétel volt
megfigyelheté a mellkasi és hasiiregi régiokban, megegyezden Froidevaux és mtsai.
eredményeivel 11In/%’Ga-DOTA-NAPamid esetén [13], de ellentétben a Cheng és mtsai.
altal vizsgalt 8F- és ®*Cu-jelolt NAPamiddal [11], [12], ahol a belekben, a tiidében, a
gyomorban €s a majban is jelentds halmozas volt, ami rossz tumor/hattér ardnyt okozott
a PET képalkotas soran. A melanoma specificitas vizsgalatdhoz hasznalt a-MSH
analogok segitségével a B10-F19 tumoroknal jelentdsen magasabb halmozas érheto el,
mint az A375 tumorok esetén [11], [12], amit az eredményeink megerdsitettek (31. abra,
35. abra). Ezen tilmenden a szubkutan oltott B16-F10 tumor esetén a magas MC1-R
expresszalodasnak koszonhetéen kivald kontraszt érheté el mindkét radiotrészer
hasznalataval. A két anyag 6sszehasonlitdsanal kijelenthetd, hogy ugyan kis mértékben,

de a **Sc-DOTA-NAPamiddal magasabb SUV és tumor/izom értékeket kaptunk, mint a
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®8Ga-DOTA-NAPamiddal. Hasonlé megfigyelést irtak le Domnanich és mitsai. is,
miszerint ®Ga- és *Sc-jelslt DOTA- és NODA-GA-RGD szarmazékok vizsgalata soran
azt talaltak, hogy a *4Sc(l1l) tartalma komplex tumor halmozasa és tumor/hattér aranya is
rendre magasabbnak bizonyult, mint a ®Ga-komplex esetén [80]. Az altalunk megfigyelt
eltéréseket a logP vizsgalatoknal kapott, illetve a kinetikai méréseknél tapasztalt
kiilonbségekkel tudjuk magyarazni. A ®8Ga-jelslt DOTA-NAPamidot hasznalva a
legjobb tumor/szévet kontrasztot az injektalastol szamitott egy oran beliil kaptuk, amit
megelézdleg Froidevaux és mtsai. is igazoltak [13]. A #Sc-DOTA-NAPamidot nézve azt
talaltuk, hogy az injektalast kovetden 4 ordval a tumor/izomszdvet arany magasabb volt,
mint az 1 oras leképzésnél. Ez kdszdnhetd a *4Sc kozel 4 oras felezési idejének, az in vivo
koriilmények kozott tantsitott kinetikai inertségének és a tumorbdl torténd lassu
kitiriilésnek.
Fontos még kiemelni, hogy a tumor altal felvett radiotrészer mennyisége nem csak
az anyag kémiai tulajdonsagaitol fligg, hanem annak molaris aktivitasatol is [10], [13],
[122]. A molaris aktivitas a jelolt termék aktivitasanak és a jelolési reakcio soran hasznalt
peptid moléris mennyiségének a hanyadosa, vagyis azt adja meg, hogy milyen aranyban
van a mintéban jeldlt és jeldletlen trészer. Froidevaux és mtsai. leirtik, hogy ®Ga-DOTA-
NAPamidot hasznalva, ha az injektalt anyag molaris aktivitasat csokkentették, akkor
csokkent felvétel volt tapasztalhatd a tumornal [13]. Ez a hatas annak kdszonhetd, hogy
a molaris aktivitds csokkenésével nd a jeldletlen ligandum koncentracidja, ami
statisztikailag nagyobb eséllyel vesz részt receptor-ligandum kolcsonhatasban, mint a
jelolt szarmazék. A vizsgalataink soran a %8Ga-DOTA-NAPamid molaris aktivitasa
19-23 GBg/umol, mig a **Sc-DOTA-NAPamidé 15-19 GBg/umol volt, ami a Froidevaux
¢és mtsai. altal alkalmazott kisebb molaris aktivitas értékhez (16,5 GBg/umol) volt
kozelebb. A leirt molaris aktivitasokkal a %Ga-DOTA-NAPamid 90 perces leképzésnél
a felvételi érték (%ID/g) megkozelitdleg 2,1 volt Froidevaux és mtsai.-nak, mig
esetiinkben ez az érték 3+0,4 volt [13]. Ehhez hasonlitottuk a **Sc-DOTA-NAPamid
felvételi értékét, ami szintén megkdzelitdleg 3+0,4-nek adodott, igy elmondhatjuk, hogy
hasonloan jo eredményeket értiink el a radiotrészerrel, mint az irodalmi referencianak
tekinthetd *3Ga-jelolt szarmazékkal.
A nagyon igéretes eredmények ellenér a blokkoldsos vizsgalatokat is elvégeztiik,
hogy teljes bizonyitast nyerjen a “*Sc-DOTA-NAPamid MC1-R receptor specificitasa is.
Az 0-MSH-t és a ®Ga/**Sc-DOTA-NAPamidot tartalmazé minta injektalasat kovetéen a

jelolt peptidek felvétele jelentésen csokkent az MC1-R pozitiv B16-F10 tumorokban,
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igazolva a specificitast (34. abra). Az o-MSH hatasara torténd blokkolast mas
kutatocsoportok is leirtak, illetve azt is, hogy az MC1-R negativ A375 tumorok esetén
nem lattak szamottev6 inhibicios effektust [11], [12].

A leirtaknak a tiikrében lathatd, hogy a ®Ga-DOTA-NAPamid irodalmi
eredményeit reprodukalni tudtuk, igy megfeleld 6sszehasonlitasi alapot szolgaltatott a
#45¢c-DOTA-NAPamid vizsgilatdhoz. Kijelenthetd, hogy a **Sc-jellt peptid rendelkezik
a %Ga-jelolt szarmazék és egyéb, az irodalomban kozolt melanoma kimutatisara
alkalmas vegyiiletek MC1-R specificitasaval. Ezen tGlmenden az in vivo Kinetikai
inertsége, tumor/izomszdvet aranya kiemelkedd és nem utolsé sorban a #Sc fizikai
felezési idejébdl addddan hosszabb vizsgalatok és kovetések kivitelezésére is
alkalmasabb. Kiemelend6, hogy az altalunk eldallitott, jellemzett és in vitro, illetve in
vivo kériilmények kozott vizsgalt “*Sc-DOTA-NAPamid az elsé melanoma kimutatésra
alkalmas #*Sc izotopot tartalmazé PET radiotrészer. Ezen tal itt is megemliteném, hogy a
8Ga-jelolt szarmazékhoz képest jelentds elny, hogy a diagnosztikat kdvetd terdpia
tervezésénél nem sziikséges mas fémion hasznalata (pl., 1'’Lu), mivel a szkandiumnak
van B~ bomlé izotépja (*'Sc). Ennek segitségével a diagnosztika és terapia teljesen egyezd

biodisztribticié mellett végezheto el.
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7. Osszefoglalas

A %Ga napjaink egyike legelterjedtebben hasznalt izotopgenertor alapu PET
radioizotdpja, viszont felhasznalasat és szallitdsat limitdlja a relative rovid, 1 oras felezési
ideje. Erre nyujthat alternativ megoldast a **Sc, amely hasonlé komplexképzési reakciokon
keresztlil kapcsolhatd bioldgiai vektorokhoz, viszont felezési ideje megkozelitéleg 4 oOra.
Ezért a munkam soran ezen izotopok €s komplexeiknek az eldallitasaval, kémiai €s biologiai
tulajdonsagaink a jellemzésével és azok 0sszehasonlitasaval foglalkoztam.

El6szor létrehoztunk egy **Sc-ot termeld izotdpgeneratort, ahol anyaelemként a *Ti
radioizotopot hasznaltuk. A “Ti/*Sc generator mitkodését, illetve ujratdltését is teszteltiik,
ahol azt talaltuk, hogy az irodalomban pozitivan megitélt reverz elicié nem kedvezményezett
a “Ti(1V) kioldodasa miatt. Ezen tul vizsgaltuk a generatorbol Kinyert, illetve a ciklotronban
eléallitott **Sc(lll) jeldlhetdségét és dsszehasonlitottuk az irodalomban talalt adatokkal,
amelyek nagy mértékben korrelaltak.

Kifejlesztettiink egy radiokémiai jelolés-optimalizalast segitd kapillaris rendszert,
amely segitségével gyorsan és reprodukalhatéan voltunk képesek bizonyos kelatorok
#Sc(111) affinitasat vizsgalni. Segitségével kideriilt, hogy a NOPO és az egy karboxil-karon
egyszeresen funkcionalizalt NOTA nem alkalmas **Sc(l11)-mal torténd komplex képzésére.
A monofunkcionalizalt DOTA, DOTA-GA ¢és NODA-GA esetében biztatd jelolhetdségi
eredményeket kaptunk.

Ezt kdvetéen az AAZTA “Sc(I11)-mal torténd jeldlésének a kidolgozasat végeztiik el.
Azt taldltuk, hogy kis kelator koncentracio, illetve pH = 3-7 mellett magas radiokémiai
hozam elérhetd el. Ennek okan a “Sc-AAZTA-C9-¢(RGDfK) és a *Sc-AAZTA-C9-BSA
eloallitasat és in vivo vizsgalatat is elvégeztiik, ahol a vart biodisztribucios eredményeket
kaptuk. Kiemelendé az “*Sc-AAZTA rendszer azon tulajdonsaga, hogy szobahémérsékleten
és pH =7 esetén is érdemi jelolés hajthatd vele végre, ami igéretes fehérjék, antitestek és
egyéb ho- és pH-érzékeny vegyiiletek nuklearis medicinaban torténd alkalmazasanal.

A szélesebb spektrum feltérképezéséhez az MC1-R specifikus ®Ga-DOTA-NAPamid
mintajara elééllitottuk a “*Sc-DOTA-NAPamidot, amit jellemeztiink és dsszehasonlitottunk
mas melanoma markerrel. Eredményiil azt kaptuk, hogy az MCI1-R specifikus a-MSH
analogok koziil kiemelked6en jo kémiai, Kinetikai, illetve biodisztribucids tulajdonsagai
rendelkezik. Hosszabb iddtartamu in vivo vizsgalatoknal a kiiiriilés kinetikajabol és a **Sc
felezési idejébdl adododan kozel kétszeres tumor/izom szdveti hanyadost kaptunk. Ezen tal
hangsulyozando, hogy elsének allitottunk el melanoma tumor kimutatasara alkalmas *Sc-

jelolt radiotrészert.

92



8. Summary

%8Ga is one of the most widely used PET radionuclide produced in isotope-
generator. In other hand its use and delivery is limited by the relatively short 1 hour half-
life. An alternative solution can be provided by *Sc which has similar complexation
properties then that of %8Ga, but has a half-life of 4 hours. Therefore our aim was to map
the production, and the chemical and biological behavior of the labeled derivatives and
compare the received results.

We successfully constructed a *Ti/*Sc isotope-generator using **Ti radioisotope
as parent nuclide. Beyond that the operation, the elution and the recharging effect of the
generator were tested. It was found that the referred and applied direct-revers elution
method resulted a considerable *Ti(1V) loss with every case of milking. In addition, we
tested the generator and cyclotron produced *Sc(I1l) through labeling reactions. The
results found suggest a high correlation to the data in the literature.

A capillary system was developed for radiochemical labeling optimization that
quickly and reproducibly provide information in connection with affinity between
4Sc(I1) and different chelators. It has been shown that free NOPO and mono-
functionalized NOTA were not suitable for “*Sc(l1l) complexation, but the mono-
functionalized DOTA, DOTA-GA, and NODA-GA seemed to be extremely promising.

We had the opportunity to collect information in connection with the labeling
properties of the “*Sc-AAZTA complex. First it has been found that high radiochemical
yields can be achieved with extremely low amount of chelator in the pH-range of 3-7. For
this reason, a peptide (**Sc-AAZTA-C9-c(RGDfK)) and a protein (**Sc-AAZTA-C9-
BSA) were also labeled and tested in vivo, where the expected results were obtained.

To get a wider view about biological behavior, 4*Sc-DOTA-NAPamid was prepared
as an analog of the MC1-R specific %8Ga-DOTA-NAPamid, which was characterized and
compared with other melanoma markers. As a result, “*Sc-DOTA-NAPamid has an
outstanding chemical, kinetical and biodistribution properties compared to other MC1-R
specific a-MSH analogues. During the four hours long examination nearly two-fold
tumor/muscle tissue ratio can be reached compared to the ®Ga-labeled derivative, due to
the kinetics of elimination and the half-life of **Sc. In addition, it should be highlighted
that *4Sc-DOTA-NAPamid is the first “*Sc-labeled biomarker for melanoma imaging in

literature.
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