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1. Bevezetés

Az elmult 30 évben a pozitron emisszids tomografia (PET) a
vilag szamos teriiletén, igy hazankban is az egyik legfontosabb in vivo
orvosdiagnosztikai  képalkotd eljarassd nétte ki magat. Ennek
koszonhetden folyamatos kutatds folyik a nem konvencionalis PET
radioizotopok teriiletén.

Ilyen radioizotop példaul a %Ga és a *‘Sc, amelyek koziil a %Ga
felhasznalasaval mar a 2000-es évek vége ota szamos preklinikai és
klinikai kisérlet is sikeresen lezajlott, mig a *Sc az elmult 5 évben
keriilt a figyelem kozéppontjaba. Mig a %8Ga(lll) esetén igen széles
kelator-paletta all rendelkezésre, addig a munkam kezdetén ugyanez
nem volt elmondhatdé a *Sc radioizotoprél. A konvencionélis
kelatorokon kivill igéretesnek tlinnek az AAZTA alapu kelatorok,
amelyeknek a gadoliniummal alkotott komplexeit mar MRI
kontrasztanyagként alkalmaztak. Szkandium komplexérél kevés, mig
#Sc-jelolt szarmazékardl egyaltalan nem volt fellelhetd adat.

Ennek tobbek kozt az is lehet az oka, hogy egy 0j radiofém-
kelator rendszer esetén kézi jeldlések utjan iddigényes a jeldlési
koriilmények optimumanak a feltérképezése. Ezen segithetnek a
mikrofluid, vagy Kapillaris rendszerek, amelyek a  kis
folyadéktérfogatok, a gyorsasdg és az automatizalhatosdg révén
segitséget nytjthatnak ezen a teriileten. Tovabba, ha ugynevezett ,,scale-
up” atalakitast hajtunk végre, akkor bioldgiai vizsgalatokhoz sziikséges

térfogatu és aktivitast radiofarmakonok is eldallithatoak a segitségével.



Ezen radiofarmakonok egy jelent6s része valamilyen daganatos
Mivel a rdkos megbetegedések esetén az attétek kialakuldsa nagy
aranyban vezet a daganatos betegek halaldhoz, igy a metasztatikus
folyamatok mélyrehatobb megismerése kritikussa valt. A metasztazisok
létrejottének az egyik f6 oka a tumorban kialakuld hipoxia, ami minden
— egy bizonyos méretet meghalado — szolid tumor egyik ko6zos
jellemzdje. Ez szoros Osszefliggésben van az angiogenezis
folyamataval, amely a lokalis hipoxias teriiletek kdrnyezetében rendre
kialakul, lehet6vé téve ezen hatasok kozvetett vizsgalatat. Az avfs
integrin a daganatos szovetek vérereiben fokozottan expresszalodik,
aminek a vizsgalatara alkalmasak az RGD alapu peptid-radiotrészerek.

Egy igen agresszivnak tartott daganatos megbetegedés a
malignus melanoma, amely a kiemelkedd metasztatikus potencidljanak
koszonhetden magas halalozasi aranyt okoz a vilag szamos teriiletén. A
jelentds attétképzési tulajdonsaga miatt a korai detektalasa létfontossagu
a betegek tulélési aranyanak a novelése érdekében. Ennek koszonhetden
szamos radioizotoppal jelolt a-melanocita stimulalé hormon (a-MSH)
analog peptid, antitest €s melanin specifikus molekula kertilt tesztelésre.
A NAPamid és szarmazékai specifikusan kotddnek a melanin pozitiv
tumorokban, illetve a melanoma metasztazisok tobb mint 80 %-ban

fokozottan expresszalodo melanokortin-1 receptorokhoz (MC1-R).



2. Célkitiizések

A leirtak alapjan a doktori munkdm sordn a f6 célunk az volt,
hogy a PET képalkotas teriiletén az egyik leginkdbb kutatott
radionuklid, a *Sc eléallitasat, jeldlhetdségét és kiilonbozé biologiai
molekulakkal képzett trészereinek a tulajdonsagait vizsgaljuk, mind
kémiailag, mind bioldgiailag. Ehhez a bevezetésben részletezett témakat

érintve a kdvetkez6 feladatok elvégzését tliztiik ki célul:

43¢ elballitasi modok vizsgalata és dsszehasonlitisa

Az els6 célunk egy, a kémiai vizsgalatokhoz és a tdjékoz6do
bioldgiai mérésekhez elegendd aktivitas *Sc radioizotopot termeld
Y“Ti/*Sc generator épitése és tesztelése volt. Ezen tul fontosnak
tartottuk azt is, hogy a nagyobb aktivitast igényl6 vizsgalatokhoz
sziikséges ciklotronban eldallitott *‘Sc  jellési tulajdonsagait

Osszehasonlitsuk az izotopgeneratorban termelttel.

Optimalizacios reakcidk kivitelezése kapillaris rendszer segitségével

A kovetkezo célunk egy kapillaris rendszer felépitése volt, amely
segitségével a radiokémiai jelolési reakcidk a manualis jelzésekhez
képest gyorsabban ¢és megbizhatobban végezhetéek el a jelolési
koriilmények valtoztatasai mellett. Ennek segitségével kiillonbozo
,referencia” kelatorok jelolését és az eredmények Osszehasonlitasat

terveztiik elvégezni “Sc(ll1) és %Ga(lll) felhasznalasaval.



A “Sc-AAZTA kémiai és biolégiai vizsgalata

Vizsgalni kivantunk egy, az eldzetes informaciok alapjan a
szkandiummal torténd komplexképzésre alkalmas, a nuklearis medicina
teriiletén 1j kelatornak szamitd6 molekula, az AAZTA jeldlési
koriilményeit. Majd a kapott adatok tiikrében terveztiik a kelator és a
radiofém felhasznalasat bioldgiai markerek (c(RGDfK), BSA) jelolésére

és in vivo PET/MRI nyomon kovetésére.

%8Ga- és *Sc-jelélt melanoma markerek dsszehasonlitasa

Ezen til a metasztazisok képzésére hajlamos malignus
melanomat terveztiik vizsgalni ®8Ga- és “‘Sc- jelslt DOTA-NAPamid
felhasznalasaval. Kiilonos figyelemmel kisérve az in vivo PET/MRI
mérések soran jelentkezd biodisztriblcids eltéréseket, amelyeket a

molekulaban 1év6 két radioizotopok eltérése okozhat.

3. Anyagok és modszerek

31. A “Sc radioizotop eléallitasi moédszerei és azok

osszehasonlitasa

Az izotopgenerator toltése idején csupan Filosofov és mtsai.
rendelkeztek irodalomban kozolt *4Ti/**Sc radioizotop-generatorral, igy
az éaltaluk leirt médon végzetiik el a tisztitasi 1épéseket és a betdltést.

Kiemelendé kiilonbség, hogy az Aaltalunk alkalmazott generator



kiindulési aktivitaisa 3 MB(Q , mig a Filosofov-féle generatoré 185 MBq
volt.

Elészor megtisztitottuk a  *“Ti anyaelemet AG 50W X8
kationcseréld gyantaval toltott kolonnan, amit a felvitelt kdvetden viz,
mostunk. Az ekdzben szedett legaktivabb frakciokkal végeztik a
masodik tisztitasi 1épést. A generatorba torténd betoltéshez az itt
szedett, “Ti(IV) radiofém-iont tartalmazé frakciokat szarazra péroltuk,
majd feloldottuk 0,1 M-os oxalsav oldatban, amit felvittink egy
kondicionalt AG 1-X8 anioncseréldvel toltott kolonnara. Az elkésziilt
rendszerr6l a *Sc(lll) radiofém-iont 0,07 M-os u.p. HCI/0,005 M
oxalsav segitségével szelektiven elualtuk, ami egyben a végsé
eludloszer Osszetétel is lett. A *Ti(IV) kimosodast folyamatosan
monitoroztuk, igy lattuk, hogy megkdzelitéleg 60 elacid utan
jelentésebb mennyiségli anyaelem tavozott a generatorbol, igy az
ujratoltés mellett dontottiink. Ehhez liofilizaltuk az eliciok soran
gylijtott frakciokat, majd az igy nyert kis térfogata *Ti(IV) tartalma
oldatot és a generatorrol leoldott teljes **Ti(IV) mennyiséget felvittiik az
1uj AG 1X-8 anioncseréld gyantara. A folyamat végeztével feltoltottitk
az oszlopot a maradék inaktiv gyantaval és lezartuk a generatort.
Innent6l kezdve meghatarozott alkalmanként SPECT/CT segitségével
kovettiik az anyaelem mozgasat az allofazison.

A #Sc ciklotronban torténd elballitdsa soran az Orvosi
Képalkotd Intézettel mikodtiink kozre és a segitségiikkel tudtunk
nagyobb aktivitasokkal (200-400 MBq) dolgozni. A besugarzas soran

természetes izotopOsszetételli kalciumot hasznaltak, amit hidraulikus



préssel pasztillava sajtoltak. A 1égkdéri nyomason 16vé  céltargy
besugarzasa 30 pA aramerésség mellett 30-60 percig tartott. Az
aluminium korongba préselt fém Ca-ot (*Sc) 3 M-os HCI oldat
segitségével oldottunk fel. A fémmentesitéséhez DGA allofazist és
eltér6 toménységii u.p. HCI oldatot, HNOs oldatot és vizet hasznaltunk.
os HCl oldatban allt el6.

Az izotopgeneratoros és ciklotronos “Sc jelolési hatasfokét és
egyben a szennyezOk fémionok relativ mennyiségét DOTA jelolésekkel
hasonlitottuk Gssze. Ehhez csokkend koncentracioja (30-0,01 uM)
DOTA jelzéseket hajtottunk végre pH =4, NH4OAc pufferben,

15 perces reakcididdvel és 95 °C-on.

3.2. “Sc¢ és %Ga izotopokkal végzett jelzések kapillaris

rendszer segitségével

A rendszer alapjat harom HPLC szelep alkotja, amelyek teflon
kapillarisokon keresztiil kapcsolodnak. A vezérlésért egy Arduino Mega
kartya felel6s, mig a folyadékmozgatast egy dupla-fecskenddvel ellatott
fecskendépumpa végzi, amelynek segitségével a megfeleld folyadékok
Osszeinjektalhatoak egy flithetd PEEK reaktorba. A reaktorbol kikeriilé
reakcidelegy kozvetlentiil (on-line) keriil egy analitikai kolonnara, ahol
az elvélasztas torténik. Ehhez egy UPLC rendszert és a hozza kapcsolt
radioaktivitas detektort alkalmaztunk.

Az reprodukalhatésag ¢és a szinkronizalt folyadékmozgatas

ellendrzéséhez és beallitasahoz acetofenon és fenil-etanol oldatokat



alkalmaztunk. Az egymast kovet6 injektalasok soran az UV (220 nm)
kromatogramokon kapott csucsok teriiletének szorasat és aranyat
vizsgéltuk. A két injektalas kozotti keresztszennyezés csokkentését a
mosofolyadék 0Osszetételének a valtoztatdsdval és a mosasi ciklus
idejének novelésével értiik el.

A beallitott rendszer segitségével 4Sc(l1) és funkcionalizalatlan
kelatorok optimalizacios jelzéseit hajtottunk végre. A reakciokhoz a
43¢ izotopgeneratort hasznaltuk, gy, hogy az eluatumot AG 50W-X8
kationcseréld toltet segitségével tisztitottuk és toményitettik. A
jeldlések soran a rendszer 20-20 ul pufferelt *Sc oldatot és kelatort
(DOTA, NOTA, NOPO) tartalmazo6 oldatot (200 - 0,6 uM) szivott fel.
Ebbdl injektalt 10-10 pl-t a 95 °C-ra fltott, 25 ul-es PEEK reaktorba,
ahol a keverék 5 percet tartozkodott, majd a reakcioidé leteltével
egyenesen a kolonnara keriilt analitikai elvalasztas céljabol.

A funkcionalizalatlan és a funkcionalizalt kelatoros jelzések
eredményei gyakran térnek el a funkcionalizalasbol adodo kémiai
valtozasok miatt. Ezért a kelatorok maleimid szarmazékaival
(DOTA/DOTA-GA/NOTA/NODA-GA-Maleimid) is elvégeztik az
optimalizalast. A jelzési reakciok soran eltér6 pH ¢és kelator
koncentraciok esetén vizsgaltuk a radiokémiai tisztasagot és

radiokémiai hozamot.

Az optimalizalast kdvetéen az idealis koriilményeket hasznalva
1éptékndvelt, a bioldgiai vizsgalatokhoz megfeleld aktivitasi és
mennyiségli terméket add jelolést végeztiink el. Ehhez a reaktor
térfogatat 200 pl-re, a felszivott reagensek térfogatat pedig 150-150 pl-

re noveltiik. A jeloléshez mindkét esetben a Strata SCX oszloprol elualt,
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NODA-GA-c(RGDfK) jelolhet6 peptidet hasznaltunk. A reakcidelegy
95 °C-on, 15 percet toltott a reaktorban, majd a reakcié befejeztével a
rendszer egy analitikai kolonnara injektalta. 30 méasodpercenként
frakciokat szedtiink, igy preparativ mdédon, kis térfogatban valasztottuk
el a terméket, amit N, gazaram alatt 60 °C-on szarazra paroltuk, majd
feloldottuk 200 pul PBS-ben. A kapillaris rendszer hatékonysaganak
megitélése végett ugyanilyen koriilmények alkalmazasa mellett

manualis jeloléseket is hajtottunk végre.

3.3. AAZTA Kkelatorral és szarmazékaival végzett kémiai

kisérletek

Elészor a  *Sc-AAZTA  jelolési  koriilményeinek az
optimalizalasat végeztiik el és hasonlitottuk 6ssze a parhuzamosan futo
4Sc-DOTA jeldlésekkel. A koriilmények optimalizalasa soran a
megfeleld paraméterek (pH, kelator konc., reakciohémérséklet,
reakcididd) valtozasanak a hatasait vizsgaltuk a radiokémiai tisztasagra
(RCP) nézve. A RCP érték valtozasat minden esetben HPLC
segitségével kovettiik. EI6szor a pH (1-9) hatasat térképeztiik fel eltérd
kelator koncentraciok (0,1-100 uM) esetén. Az optimalizalashoz 90 ul
pufferelt, **Ti/*Sc generatorbol nyert “*Sc(l11) oldathoz adtunk 10 ul
kelator oldatot (1-1000 uM) és 5 percig 95 °C-on inkubaltuk. A
hémérséklet hatdsanak a vizsgalatahoz 0,1 uM kelator koncentraciot
alkalmaztunk 25-90 °C hémérséklet tartomanyban. A reakci6idd

vizsgalatahoz is 0,1 uM kelator koncentraciot alkalmaztunk 25 °C-on.



A stabilitismérésekhez sziikséges **Sc-AAZTA elballitisat az
elézéekben mar leirt médon végeztiik 10 uM kelator koncentracio
mellett. A kész terméket 1:1 aranyban -elegyitettik 100 pl egér
plazmaval és 37 °C-on inkubaltuk. 10 pl térfogata mintékat vettiink 0,
1, 2, 4, 8 és 12 ora elteltével és a radiokémiai tisztasagukat az
elézéekben mar leirt kromatografias koriilmények kozott vizsgaltuk.

A kelatoros vizsgalatokat kovetéen peptidhez (c(RGDfK) és
fehérjéhez (BSA) kapcsolva teszteltiik a kelator jelolhetdségét, amely
soran az elsO 1épés a funkcionalizalt szarmazékok szintézise volt. Az
AAZTA-C9-c(RGDfK) elballitasahoz AAZTA-C9-(tBu)s kapcsolhatd
kelatort kapcsoltunk a ¢(RGDfK) peptidhez. Ehhez DMF-ben oldottuk a
reagenseket, majd a kapcsolast HBTU ¢s DIPEA jelenlétében hajtottuk
végre. A tisztitast kovetben az el6allé AAZTA-C9-(tBu)s-c(RGDFK)
védett termékrél TFA segitségével tavolitottuk el a védécsoportokat. A
preparativ HPLC tisztitas el6tt haromszor ismételt TFA-ecetsav cserét
¢és szarazra parlast hajtottunk végre.

Az AAZTA-BSA eléallitasa harom lépésben valosult meg. Els6
1épésben eléallitottuk az AAZTA-(tBu)s-TFP-t. Ennek soran AAZTA-
(tBu)s és TFP szaraz DCM-os keverékéhez DCC-t adtunk, mikdzben az
elegyet 0 °C-on tartottuk, majd szobahémérsékleten reagaltattuk egy
napig. A szirést kovetden a toményitett szirletet graviticios
kromatografia segitségével tisztitottuk szilikagéllel toltott kolonnan. A
masodik 1épésben a keletkezé6 AAZTA -(tBu)s-TFP-16l eltavolitottuk a
veéddcsoportokat TFA és szobahdmeérsékleten torténd 2 napos kevertetés
segitségével. A beparolt és C18 Sep-Pak-on tisztitott AAZTA-TFP-t
DMF-ben oldottuk, majd hozzaadtuk a BSA-t tartalmazo borat-pufferelt



0,9 %-0s NaCl oldathoz. Az egy napos, szobahémérsékleten torténd
kevertetést kovetden G25 gélsziirdn tisztitottuk, megkapva az AAZTA-
BSA terméket.

Az elkésziilt kelatorral kapcsolt szarmazékok jel61ését és in vivo
vizsgalatat végeztiik €l, ahol mindkét esetben a **Ti/**Sc izotdpgenerator
hasznaltuk. A  *Sc-AAZTA-C9-c¢(RGDfK) eldallitisdhoz 200 pl
NH.OAc pufferelt “Sc(I11) oldatot hasznaltuk, amihez hozzaadtuk az
AAZTA-C9-c(RGDfK)-t (10 ul; 1 mg/ml), majd 95 °C-on, 15 percig
reagaltattuk. A nyersterméket egy kondicionalt Strata X tdlteten
tisztitottuk, majd az etanolos eluatumot szarazra paroltuk. A terméket
200 ul PBS segitségével foldottuk, és in vivo vizsgalatokhoz
felhasznaltuk.

A #Sc-AAZTA-C9-BSA elballitasanal szintén 200 ul NH4sOAc
pufferelt #Sc(111) oldathoz keriilt az AAZTA-C9-BSA oldat. Az elegyet
40 °C-on 60 percig reagaltattuk, majd a nyersterméket gélszlird
segitségével tisztitottuk. A termék tisztasagat HPLC segitségével

hataroztuk meg.

34. A *Sc/®Ga-DOTA-NAPamiddal végzett kémiai

kisérletek

A biologiai vizsgalatokhoz hasznalt %Ga-DOTA-NAPamid
eléallitasahoz 8Ge/%®Ga izotopgeneratort frakcionaltan elualtuk, majd a
legaktivabb frakci6 egy adott részletéhez pipettaztunk NHsOAcC puffert
(0,5 M, pH=4), illetve 5pul 1 mg/ml-es DOTA-NAPamid oldatot és
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15 percig inkubaltuk 95 °C-on. A reakcididd lejartaval az elegyet egy
kondicionalt Strata X t6lteten tisztitottuk. A terméket 200 ul PBS-ben
feloldottuk és a radiokémiai tisztasagat HPLC segitségével ellendriztiik.

A #“Sc-DOTA-NAPamid jeldléshez ciklotronban eléallitott 44Sc-
ot alkalmaztunk. A tisztitds utan kapott **Sc(lIl) oldathoz adtuk az
NH4sOAc puffert és a DOTA-NAPamidot, hasonléoan a fentebb
leirtakhoz. A reakciokdriilmények, a tisztitas és az analitikai elvalasztas
is ugyanugy zajlott, mint a ¥Ga-DOTA-NAPamid esetén.

A logP meghatarozasahoz a mar leirt modon allitottuk elé a
8Ga/*Sc-DOTA-NAPamid termékoldatot, majd ebbdl pipettiztunk fix
mennyiségeket 1-oktanol és viz 1:1 aranyl keverékéhez. A kétfazisu
rendszert 10 percig razattuk és 5 percig centrifugaltuk, majd mintat
vettiink a fazisokbdl és meghataroztuk az aktivitasukat gammaszamlalo
segitségével.

A stabilitds  vizsgalathoz ~ %8Ga/**Sc-DOTA-NAPamid
termékoldatot adtunk egér plazmahoz, Na;EDTA oldathoz és oxalsav
oldathoz. A keletkezé oldatokat 37 °C-ra inkubaltuk, majd a mintak

radiokémiai tisztasagat 0, 30, 60 és 120 perc elteltével ellendriztiik.

3.5. Az in vitro vizsgalatok soran alkalmazott médszerek

A melanoma tumort célz6 in vitro vizsgalatokhoz hasznalt B16-
F10 és A375 sejtek DMEM médiumban névekedtek, kiegészitve 10 %-
os FBS szérummal, 1 %-os nem esszencidlis aminosavakat tartalmazo
oldattal és 1 %-os MEM vitamin oldattal. Az angiogenikus vizsgélatok

alapjaul szolgaldé 4T1 sejteket RPMI-1640 tipusi + 10% FBS
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médiumban tenyésztettiik. Minden sejtvonal tenyésztése soran 5 % COs,
37 °C koriilményeket alkalmaztuk. Az in vitro kisérletekhez, valamint a
daganatok indukcidjdhoz a sejteket a fagyasztasbol torténd felvétel utan
6-8 passzalast kovetéen hasznaltuk fel. A sejtek életképessége minden
esetben 90 % folott volt, melyet trypan kék kizarasos teszttel
ellendriztiink.

Az melanoma in vitro kotédési vizsgalatokhoz a B16-F10
sejteket 24-lyuka lemezen tenyésztettik 24 oOran keresztiil, majd
kiilonboz6 koncentracioban (20-3200 nM) *4Sc/%®Ga-DOTA-NAPamid
radiotrészert adtunk hozza. 60 perc inkubalasi id6 utan a médiumot
eltavolitottuk, a sejteket mostuk PBS és glicin segitségével, majd NaOH
hozzaadasaval 10 percig, 37 °C-on lizaltuk. A mintak radioaktivitasat

gamma szamlaloval mértiik.

A trészer felvételi vizsgalatokhoz a B16-F10 és A375 sejteket a
tripszinnel ~ torténé  felvételt  kdvetden  centrifugaltuk, majd
ujraszuszpendaltuk glikkozt tartalmazé PBS oldatban, majd 37 °C-on
10 percig  inkubdltuk. Ezt kovetéen 4Sc/®Ga-DOTA-NAPamid
radiotrészert adtunk a mintakhoz, majd 37 °C-on 30, 60 és 90 percig
inkubaltuk. Az inkubacidos id6 leteltével, PBS oldattal mostuk és
szuszpendaltuk, majd a mintdk radioaktivitdsat gamma szamlaloval
mértiik. A radiofarmakon felvétel bomlas korrigalt értékét 1D %
értekben adunk meg. A megjelenitett eredmények legalabb harom

fiiggetlen kisérlet = SD adatait tartalmazzak.

3.6. Az in vivo vizsgalatok soran alkalmazott médszerek
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Az allatkisérletekhez 10-12 hetes felndtt ndstény CS57BL/6,
BALB/c és CB17 SCID egereket hasznaltunk. Az egereket steril
koriilmények kozott tartottunk IVC rendszerben allandé hémérsékleten,
paratartalommal ¢és automatizalt mesterséges megvilagitassal. A
kisérleti allatokat VRF1 tipusu tappal etettiik, valamint autoklavozott
csapvizzel itattuk ad libitum. A kisérleteket az Europai Unids €s a
Magyarorszagi torvényeknek megfeleléen a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak engedélyével
(8/2016/DEMAB) végeztiik.

A kisérleti allatok daganatos sejtekkel torténd injektalasa minden
esetben inhalaciés altatasban tortént. A szingenikus melanoma
modellhez B16-F10 tumorsejtet injektaltuk C57BL/6 egerek bal vall
terliletén a bor ala. A Xenograft melanoma modell 1étrehozasahoz az
bér ala. A szingenikus emlStumor modell elballitisahoz 4T1 sejtet
injektaltuk BALB/c egerek bal vall teriiletének bére ald. Az in vivo
kisérleteket a tumor sejtek injektalasat kovetden 20+2 nappal végeztiik.

A kisallat képalkotd vizsgalatokat a Scanomed Kft. Transzlacios
Kutaté Kozpontjanak preklinikai laboratoriumaban keriilt sor. A
kontroll és tumoros egereket a jelzett szarmazékok injektalasa és a
vizsgalat alatt inhalacids altatogéppel altattuk. A PET vizsgalatokhoz
megkozelitéleg 15 MBq radiotrészert injektaltunk a lateralis farki
vénaba.

A teljes test statikus PET vizsgalatokat a preklinikai PET/MRI
késziilékkel végeztiik 60, 90 és 240 perccel a radiotrészerek injektalasat
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kovetden. A szovetek ¢és szervek anatomiai lokalizacidjanak
meghatarozéasahoz T1 stlyozott MRI felvételeket készitettiink.

A PET adatok rekonstrukciojat 3 dimenzids iterativ
a meghatarozasahoz manualisan VOI-kat rajzoltunk, majd a 3D VOI-k
alapjan a SUVmin, SUVmax és SUVmean értékeket a szoftver
automatikusan szamolta.

A kontroll és a tumoros kisérleti allatokat az in vivo képalkotd
vizsgalatok utdn tulaltattuk, a hasiireget, valamint a melliireget
megnyitottuk és a szivbOl vért vettiink, majd egy-egy darabot
eltavolitottunk a vizsgalni kivant szervekbdl az ex vivo vizsgalatokhoz.
A mintdk tomegét és radioaktivitdsat lemértik és az végeredményt
%ID/g szdovet értékben fejeztiik ki.

Az melanoma vizsgalatok soran az in vivo blokkolasos
vizsgalatokhoz magas MC1-R expresszioju B16-F10 tumoros egereket
hasznaltunk, amelyekbe intravénasan “Sc/®Ga-jelzett DOTA-NAPamid
radiotrészert €s a-MSH blokkolét injektaltunk. Egy oraval az injektalas
utan in vivo PET/MRI és ex vivo biodisztribicios vizsgalatokat

végeztiink a fent leirt metodikak alapjan.

4. Eredmények és megbeszélésiik
A munkam négy 6 kisérletsorozatbol épiilt fel, amelyek egyiitt
és kiilon-kiilon is kiértékelheték, de kozds pontjuk a *Sc radioizotop,

amelynek vizsgaltuk az eltér6 el6allitasi modjait, kiillonbozo
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kelatorokkal vald reakcioit, illetve jelolt fehérje és peptid
szarmazékainak az in vitro, ex vivo és in vivo viselkedését. Ezen
vizsgélatok soran a kovetkez6 1j eredményekhez és kovetkeztetésekhez

jutottunk:

1. Az els@ lépésben létrehoztunk egy *Ti/**Sc izotopgeneratort,
amelynek vizsgalatuk az elcios tulajdonsagait, a kinyerhetd **Sc
jelolési tulajdonsagait, illetve az Gjratdltésének a metodikajat. Az
eredményeinket Osszehasonlitottuk egy, az irodalomban mar leirt
hasonlé “Ti/**Sc izotopgeneratorral. A jelol0készséget vizsgalva
egyezO eredményeket kaptunk, mig a eltici6 modjaval kapcsoltban
az irodalmi hivatkozassal ellentétes kovetkeztetésre jutottunk. Ezen
tul kimutattuk, hogy egy kozremiikodés keretén beliil ciklotronban

termelt **Sc jeloldkészsége jobb, mint a generatorbol kinyertnek.

2. Sikeresen kifejlesztettiink egy kapillaris szintézis rendszert, amely
segitségével rovid 1ido alatt, kevés veszteséggel ¢és kis
anyagmennyiségek felhasznalasaval radiokémiai optimalizacios
jeldlési reakciokat hajtottunk végre ®Ga(lll) és *Sc(lll) radiofém-
ionok és kiilonbozé kelatorok felhasznalasaval. Az optimalizacios
méréseink soran azt talaltuk, hogy a ®Ga(lll) és “Sc(ll) esetén is a
DOTA-GA és a NODA-GA kelatorok voltak a legalkalmasabbak

komplexképzésre a vizsgalt molekulak koziil.

3. A kovetkez6 I1épésben a nuklearis medicina teriiletén (j

komplexképzoként  szereplé AAZTA  kelatorral — végeztiink
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kisérleteket. Hamar kideriilt, hogy a *Sc-AAZTA rendszer
tulszarnyalja az el6z6 pontban emlitett kelatorok eredményeit.
95 C°-on, 5 perces reakci6idd, pH = 3-4 és igen alacsony AAZTA
koncentracio (0,1 pM) mellett is 80%-ot meghaladd jeldlési
hatasfokot mutattunk ki. Ezen tul az egyik legértékesebb
eredményiink, annak a bizonyitisa volt, hogy a *Sc-AAZTA
radiofém-kelator rendszer lehetdvé teszi a semleges pH-n és
szobahdmérsékleten torténd jeloléseket, ami Uj teret nyithat a pH és
héérzékeny molekuldk, antitestek és fehérjék segitségével végzett

képalkotasban ¢€s terapiaban.

4. Utols6 méréssorozatként egy melanoma markert, a DOTA-
NAPamid peptid szdrmazékot jeleztiik %8Ga(lll)-mal és *4Sc(lll)-
mal, hogy in vivo koériillmények kozott hasonlitsuk dssze a radiofém
biodisztribuciora és kinetikara gyakorolt hatasat. Azt talaltunk, hogy
a “Sc(l11)-mal jelolt peptid plazmaban kinetikailag inertebb, in vivo
nagyobb aranyt tumor halmozast produkal, illetve hosszabb
kovetést tesz lehetove a kedvezo kiiiriilése és az izotdp felezési ideje
miatt. Ezen kisérlet eredménye is megerdsitette a hipotézist,
miszerint a *Sc(lll) segitségével sok szempontbdl kedvezdbb
tulajdonsagi biomarkerek 4llithatéak €l8, mint a 58Ga(lll)-at

hasznalva.

4.1. A “Sc elballitasaval kapcsolatos eredmények értelmezése

és megheszélése
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A kezdeti célkitlizésiinket teljes mértékben  sikerdilt
megvalositani,  miszerint a  Scanomed  Kft.  radiokémiai
laboratériumaban hozzunk létre egy *Ti/**Sc izotdpgeneratort. A
kialakitott rendszer a radiokémiai tesztelésekhez és optimalizalasokhoz,
illetve tajékozodo biologiai vizsgalatokhoz elegendd aktivitast
szolgaltatott, Magyarorszagon elsdként. A munkdm kezdetén egyetlen
irodalomban kozolt hasonld izotopgenerator volt, amit Filosofov és
mtsai. irtak le, igy a létrehozott rendszer els6ként szolgaltatott **Sc-ot
Magyarorszagon. A legnagyobb kiilonbség a két izotopgeneratort
Osszehasonlitva az aktivitasban keresendd, mivel Filosofov és mtsai.
egy 180 MBg-es generatort irtak le, mig mi egy 3 MBq-es
izotopgeneratort épitettiink. Résziinkrdl ez egy tudatos 1épés volt, hiszen
a “Ti koltséges eldallitasa miatt bizonyitani szerettiik volna, hogy egy
hatvanszor kisebb aktivitast (és koltségil) generator segitségével is
képesek vagyunk megfelelé vizsgalatok elvégzésére, amit e doktori
értekezés keretein beliil igazoltunk is.

A generatorral szerzett tapasztalatok megegyeztek a Filosofov-
féle generatornal leirtakkal, a “Ti(IV) attorés kivételével. A ,direkt-
reverz” elucidos modszerrel az elsd elucid soran jelentdsebb aktivitasu
(~0,3MBqg) “Ti(lV) anyaelem hagyta el a generatort, igy ezzel
felhagytunk, csak direkt modon elualtuk a generatort. Ez valoszinileg
annak tudhaté be, hogy a betdltés soran a gyanta kozvetlen tetejére
adszorbealtuk az anyaelemet, igy a forditott elicid soran jelentésebb
mennyiség tavozott, mint a generator masik oldalan. Ezen tul az
eluatum aktivitasat minden alkalommal mértiik, igy nyomon tudtuk

kovetni a generator “Ti szintjét. Az abrazolt pontokra illesztett egyenes
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meredeksége megadta a generator aktivitas csokkenésének a mértéket,
amely nagyobb wvolt, mint ami a *Ti bomlasabol adodna. Ez is
megerdsitette, hogy elualhaté aktivitds csokkenése az anyaelem
folyamatos deszorpciojabol adodik. Mivel SPET/CT segitségével is
tudtuk monitorozni a “Ti(IV) kedvez6tlen mozgisit a gyantan, igy
megkozelitdleg 50 eluciot kdvetden Gjratdltottiik a generatort, gy, hogy
az 0j rendszerben az anyaelem mar az oszlop kézepén helyezkedjen el.
Az 1j elrendezéssel is teszteltiik a ,,direkt-reverz” elticios technikat, de
igen hamar kideriilt a két modalitasu képalkoté modszer segitségével,
hogy nem sikeriilt csokkenteni a hosszanti iranyban torténd
,.szétkenddést” és a “Ti(IV) kijutasat a generatorbol. Az elsd toltésnél
hasznalt 10 ml elualoszerhez képest 10-10 ml-t (direkt és reverz), vagyis
Osszesen 20 ml-t hasznaltunk egy elucional, ami okozhatta a gyorsabb
deszorpcidt. A megnovelt elucios térfogattol fliggetleniil a hosszanti
iranyt diffazié hatasa mindkét kisérletiink soran lathato volt, amire a
reverz elicio rasegitett.

A generatorbol kinyert és ciklotronban eléallitott 44Sc
Osszehasonlitdsa soran elsének a radionuklidos tisztasdgot érdemes
megemliteni. A generator esetén az egyetlen radionuklid szennyezé a
“Ti lehet, amely az allofazisrél torténd deszorpcid révén juthat az
eluatumba. Ennek mértéke megkdzelitéleg 0,03-0,21% volt, ami igy
99,97-99,79%-os radionuklidos tisztasagot 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 termel8dott (“4MSc, 4'Sc, #8Sc), amelyek ugyanazon elem révén

kémiai modszerek segitségével nem elvalaszthatok. A ciklotronnal
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kapott mintak radionuklidos tisztasaga 94,19+1,35% volt, ami korrelalt
az irodalomban talalhato 95,7%-os értékkel. Ezek alapjan kijelenthetjiik,
hogy a generatorbdl szarmazo **Sc radionuklidos tisztasaga kozel 5%-
kal nagyobb, mint a ciklotronban termelt parjanak.

Ezt kovetéen a jelolokészségrol, vagyis az egyéb fémionokra
nézett szennyezettségrél gyijtottiink adatokat. Ehhez a Scanomed Kft.
izotopgeneratorabol szarmazd, illetve a Debreceni Egyetem Orvosi
Képalkoto Intézetének ciklotronjaban eléallitott és altalunk feldolgozott
43¢ mintakkal végeztiik jeldléseket, amelyek eredményei jol korrelaltak
mas kozleményekben szerepld adatokkal. gy kijelentheté, hogy a
ciklotronban termelt és tisztitott **Sc segitségével egy nagysagrenddel
kisebb kelator koncentracio mellett is sikeres jeloléseket (RCP>90 %)
tudtunk végrehajtani, mint a generitorban termelt “‘Sc esetén. Ez
valdsziniileg annak kdszonhetd, hogy a generatorbol elualt oldat tobb
fém szennyezOt tartalmaz, amik negativ hatassal vannak a jeldlésre.
Mivel sokszor a legkisebb mérheté mennyiségii fém-szennyez6k is
nagysagrendekkel magasabb koncentracioban van jelen az oldatban,
mint a radiofém, igy ,.kompetitiv’ folyamatok mehetnek végbe, ami a
radioaktiv izotop komplexalodasat a hattérbe szorithatja. A keltortdl és a
radiofémtdl fiiggden a jelzési reakciokat jellemzéen a Zn?*, Fe3* és Cu?*
fémionok befolyasolhatjak. Ezen fémionok ugyan csak ppm-es
mennyiségben talalhatdbak meg az eludloszerekben, de az
izotopgenerator tObbszori eludldasa miatt ezek a szennyezok
akkumulalodhatnak, majd késébb szennyezhetik az eludtumot. Ezen til
az “Ti/*Sc izotopgenerator elucios profiljat vizsgalva lattuk, hogy a

43c(111) ,,elnytltan” moshaté le a rendszerrdl, ami okozhatja a frakciok
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eltérd a szennyezd tartalmat. Ez a hatas valdszintileg mérsékelhetd a
generatorhaz hosszanak a novelésével és a belsd atmérd csokkentésével.
A fémion szennyezdk jeldlésre gyakorolt hatisa megegyezett az
irodalomban kozolt adatokkal, viszont a ,,direkt-reverz” elicid pozitiv
hatasarol ugyanez nem mondhato el.

Az eldallo izotopgenerator elénye a ciklotronos eléallitashoz
képest a konnyl kezelhetéség, a koltséghatékonysag és az aktivitas
huzamosabb ideig torténd biztositasa. Hatranya, hogy a fémszennyezok
mennyiségének koszonhetéen megkdzelitleg egy nagysagrenddel
nagyobb kelator koncentracioé sziikséges ugyanolyan jellési hatasfok

eléréséhez, mint a ciklotronban eldallitott *Sc esetén.

4.2. A Kkapillaris rendszer segitségével nyert eredmények

értelmezése és megheszélése

A Kkapillaris rendszer megépitésénél a f6 célunk az volt, hogy egy
olyan berendezést hozzunk létre, amely segitségével gyorsan, kis
térfogatban, jo reprodukalhatosaggal tudunk kelator optimalizalasokat,
majd minimalis atalakitassal preparativ jeldléseket végrehajtani, ugy,
hogy kozben a HPLC analitikai vizsgalat on-line folyik. A kereskedelmi
forgalomban 1év0 szintézis panelekkel és modulokkal 6sszehasonlitva
az egyik legfontosabb kiilonbség a reakcio-térfogat, amely miatt ezen
rendszerek preklinikai alkalmazasa limitdlt. A modulok altaldban
5-20 ml-es folyadékmozgatassal, 10-20 ml-es végtérfogattal és igen
jelent6s ligandum felesleggel miikddnek A rendszeriink esetén 10-10 pl

Osszeinjektalasaval optimalizacids, mig 100-100 pl dsszeinjektalasaval
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preparativ jelolési reakciokat tudunk Kivitelezni. Ennek készonhet6en
Kis mennyiségii ligandum felhasznalassal, nagy
aktivitaskoncentracioban és nagy specifikus aktivitds mellett all el6 a
mindségellendrzott termék.

A kapillaris rendszert hasznalva, a megfelel6 beallitasok és
finomhangolasok  végeztével elkezdtik a  jelolési  reakciok
ismételhetéségének a vizsgalatat. Azt talaltuk, hogy a RCP-—
Kelator koncentracié gorbék inflexios pontjanal, ugyanazon elicidbol
torténé jelolések ismétlésével a relativ standard deviacié (RSD) 1-3 %
volt, mig mas napon, mas eliiciobol torténd jeloléseket nézve ez az érték
10-30 %-ra nétt. Ez azzal magyarazhatd, hogy az inflexids pontnak
megfeleld kelator koncentracié mellett a rendszer érzékeny az
izotopgeneratorokbol  kioldédd,  valtoz6  mennyiségii  fémion
szennyezbkre. Fontos megjegyezni, hogy az inflexiés ponttdl kiilonb6z6
kelator koncentraciok esetén a szoras rendre 2 % alatti volt.

Ezt kovetden funkcionalizalatlan kelatorok jelolését végeztiik el
#Sc(111) felhasznalasaval. A harom valasztott kelator a DOTA, a NOTA
és a NOPO volt. A kapott eredményeket egymassal Gsszehasonlitva azt
lattuk, hogy a NOTA ¢és a DOTA hasonl6 jelolhetéséget mutat, hiszen 3
uM-os kelator koncentracio mellett megkozelitéleg 90 %-0s jelolési
hozam volt elérhet6. A NOPO esetében ugyanezen kelator koncentraciod
mellett minddssze 20 %-os jelolési hatasfok volt megfigyelhetd, amely
tovabbi kelator hozzaadasara nem emelkedett, hanem telitésbe ment. A
8Ga izotoppal torténd sszehasonlitashoz az irodalomban megtalalhatd
jelolési eredményeket hasznaltuk. Az adatokbol kideriil, hogy a ®Ga-
DOTA és 8Ga-NOTA megkozelitleg 5 uM-0s kelator koncentracid
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mellett 90 %-os radiokémiai hozammal volt eléallithatd, mig ugyanezt
az érték a 8Ga-NOPO esetén akar 0,1 uM is lehet. Osszehasonlitva a
48¢(l1)-as eredményeinkkel kijelenthetd, hogy a DOTA és a NOTA
kelatorok hasonldan jol jeldlhetéek **Sc(Ill) radiofém-ionnal, mint a
BGa(Ill). Ezen til azt is lattuk, hogy a NOPO nagysagrendekkel
rosszabbul teljesitett hasonld koriilmények kozott, mint a tobbi kelator.
A NOPO alacsony jelolhetdségét a foszfinat-karok ¢és a fémion kozott
kialakuld6 nem kedvezményezett koordinativ kotés kialakulasaval
magyarazzuk.

A funkcionalizalatlan kelatoros vizsgalatok kiegészitésre
szorulnak, hiszen a radiofarmakonokban torténd felhasznalas soran a
bifunkciés kelatorok egyik — jellemzéen — karboxil csoportjat
funkcionalizaljak, ami ennek hatasara koordinativ kotés kialakitasara
alkalmatlanna valik. Ezért a kovetkezéekben a DOTA és NOTA
kelatorok maleimid szarmazékaival folytattuk a vizsgalatokat. A %8Ga-
mal torténd jelléseink soran hasonld eredményeket kaptunk mind a
négy kelator szarmazék esetén, amelyek megegyeztek az irodalomban
talalhatd hasonloan monofunkcionalizalt szarmazékok eredményeivel.
A #Sc(I11) esetén 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 sejtett DOTA-maleimid. Ezen
adatainkkal ellentmondanak a K. A. Domnanich és mtsai. altal kozolt
eredmények, akik forditva irtak le a két kelator egymashoz viszonyitott
jelolhetoséget. A kisérletsorozatot a kdvetkezé napon, megismételtiik,

de ugyanazokat a lefutast gorbéket kaptuk. A K. A. Domnanich és
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mtsai., illetve a mi eredményeink kozotti eltérés két modon
magyarazhatd. Az egyik a ligandum-hatas, ahol a kelatorhoz kapcsolt
molekuldk (egyszerii csoportok, peptidek, fehérjék, stb.) jelentds
hatassal vannak a komplexképzd tulajdonsagokra a sztérikus gatlas €s
az elektroneloszlas megvaltozasa révén. Mi egy kismolekulaval, a
maleimiddel funkcionalizalt kelatorokat vizsgaltuk, mig 6k RGD ¢és
NOC peptidekkel kapcsolt rendszereket néztek. Az ilyen ligandumbeli
eltérések mar befolyasolhatjak annyira a komplexképzddést, hogy a leirt
mértéki eltérések megfigyelhetéek legyenek. A masik Iehetséges
magyarazat a szennyezé fémionok valtozé6 mennyiségébol adodik.
K. A. Domnanich és mtsai. azt is kimutattdk, hogy a
45c-NODA-GA-RDG/NOC rendszer sokkal érzékenyebb a Cu?* és
Fe3* szennyezédésekre, mint a *Sc-DOTA-RDG/NOC, igy
feltételezhetéen szennyezd fémionokban szegényebb koriilményeket
tudtunk biztositani, ami esetiinkben ndvelte a NODA-GA-maleimid
jelolhetoségét.

A fentebb leirt kelator sorrend, illetve a részletezett okok miatt a
%Ga-NODA-GA-c(RGDfK) preparativ jelzését hajtottunk végre a
kapillaris rendszeren. Ehhez az Osszeinjektalt folyadéktérfogatokat
10-10 pl-rél 100-100 pl-re noveltik hosszabb csdvezés bekotésével,
hogy a keletkezd reakcidelegy térfogata idealis legyen preklinikai
vizsgalatok elvégezésére. Mivel meglehetésen nagy irodalmi hattere van
a %Ga-NODA-GA-c(RGDfK)-nak, 1igy az  eredményeinket
Osszevetettik mas kutatocsoportokéval. Ezek alapjan elmondhatjuk,
hogy a kapillaris rendszer akar tobb nagysagrenddel kevesebb ligandum

felhasznalasaval képes ilizemelni, mint egyes szintézismodulok. Egy
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szintézispanelt, vagy kézi jelolést alkalmazva akar 10-20 ug peptid
felhasznalasa is megtorténik, mig esetiinkben ez az érték a 0,6 pg-ot is
elérheti. Ezen tl a reakcioidd is kevesebb az altalanos 15-20 perchez
képest, hiszen jellemzden 5-10 perc a reaktorban toltott id6. Esetlinkben
a teljes el6allitas idGtartama mindossze 30 perc, ami tartalmazza a

folyadékok mozgatasat, a reakcioiddt és a preparativ elvalasztast.
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4.3. A “Sc-AAZTA-val és szarmazékaival végzett vizsgalatok

soran nyert eredmények értelmezése és megbeszélése

A Bracco gyogyszergyar altal rendelkezésiinkre bocsatott
AAZTA vizsgélatat elészor a funkcionalizalatlan keldtoros mérések
kivitelezésével kezdtiik. Fontos kiemelni, hogy a méréssorozatban
manualisan végeztilk a jeloléseket, nem pedig a kapillaris rendszer
segitségével. Hogy Osszehasonlitasi alapunk legyen nem csak a “Sc-
AAZTA, hanem a *Sc-DOTA rendszer teljes jelolési optimalizalasat
elvégeztik. A kapott optimalizacios feliiletekb6l kideriilt, hogy az
AAZTA kiemelkedden jo kelatora a *4Sc(l11)-nak, hiszen igen széles pH
tartomanyban képes alacsony kelator koncentraciéo mellett is jo jeldlési
hatasfokot produkalni. Annak ellenére, hogy a DOTA egy alkalmas
komplexképzdje a *Sc(lll)-nak az AAZTA-hoz képest sziikebb pH
tartomanyba (2-4) jelolhetd, illetve tobb, mint egy nagysagrenddel
magasabb kelator koncentracio mellett szolgaltat ugyanolyan jeldlési
hatasfokot. Kiemelendd, hogy az AAZTA segitségével képesek
vagyunk szobahémérsékleten és pH =7 koriil 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(IIl) kedvezd hidrolitikus
tulajdonsaganak koszonhet6, miszerint a fiziologias koriilmények kozott
torténd hidrolizise nagyobb pH-n kezddédik, mint a Ga(Ill) esetén. Az
irodalomban talalhatd radioaktiv fémion-kelator parosok koziil
minddssze a %Cu-TETA, az 'In-HBED és SHBED, a %2Zr-DFO,
illetve a %8Ga-AAZTA és DATA komplexeknél beszélhetiink pH = 7 és
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szobahOmérséklet esetén szamottevé moddon végbemend jelolési
reakciokrol.

A kapott eredmények alapjan PET/MRI  segitségével
megvizsgaltuk, hogy in vivo koriilmények ko6zott milyen a
biodisztribticidja a *Sc(l11)-nak, a *Sc-AAZTA-nak, illetve a peptid és
fehérje szarmazékainak egészséges allatokban. Az injektalt *4Sc(lIl)
féleg a majon, mig **Sc-AAZTA a vart moédon, igen gyorsan a veséken
keresztiil irilt ki és a vizeletben dasult 90 perccel az injektalast
kovetden. A *“Sc-AAZTA-C9-¢(RGDfK) méis RGD  tartalmu
radiotrészerekhez hasonléan az epehdlyagban, a belekben és a
hugyhdlyagban volt megtalalhato. Ezt okozhatja az adott teriiletek
magasabb oyf3 integrin expresszidja, az anyag lipofilebb jellege, illetve
a hepatobiliaris uton torténd kivalasztodas. A 4T1 tumort hordozd
BALB/c egérbe torténd injektalast kovetéen jelentGsen magasabb
halmozast lathattunk a tumorban, mint a kornyezd szervekben. A
halmozas mértékét a tumor/izom aranyaban adtuk meg, aminek az
értéke megkozelitéleg 25 volt, ami mas RGD alap radiotrészerek
ugyanezen értékéhez képest (1,8-12,8) kimagasloan nagy.

A leirtak segitségével igazolni tudtuk, hogy az -eldallitott
#“Sc-AAZTA-C9-c(RGDfK) hasonld, vagy jobb biodisztribucios
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint az irodalomban mar kozolt egyéb
szarmazékok. Ennek, a kiemelkedden magas tumor/izom aranynak, a
jeldléshez sziikséges alacsony ligandum mennyiségnek, illetve a *Sc
kedvezo 4 oras felezési idejének kdszonhetden kecsegtetd alternativat

kinalhat a jovGben.
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A leirtakon kiviil teszteltilk a szobahdmérsékleten és 7-es pH-n
végzett jelolés hatékonysagat, amit AAZTA-C9-BSA segitségével
hajtottunk végre. A BSA és AAZTA-C9 kapcsolasat kovetden jeloltiik
4gc(ll)-at felhasznalva a leirt koriilmények kozott, majd egészséges
egérbe injektaltuk és PET/MRI vizsgalatot végeztiink. Azért egészséges
egeret haszndltunk, mivel az els6dleges célunk a #Sc-AAZTA-C9-BSA
in vivo viselkedésének és biodisztribucidjanak a vizsgalata volt. A
vartaknak megfelel6en az injektalast kovetden 90 perccel az aktivitas

nagy része a szivben és a majban volt megfigyelhetd.

4.4. A “Sc/®Ga-DOTA-NAPamiddal végzett vizsgalatok

soran nyert eredmények értelmezése és megheszélése

Ezen fejezetben targyalt kisérletekhez rendre ciklotronban
eléallitott *Sc-ot hasznaltunk. A munkam ezen részének a célja az volt,
hogy feltérképezziik az altalunk uUjonnan eldallitott “4Sc-DOTA-
NAPamid radiotrészernek az MCI-R specifikussagat megfeleld
melanoma allatmodellt hasznalva. A *Sc-DOTA-NAPamid jeldlést
kidolgoztuk a  ®Ga-jeldlt  szdrmazék  mintijara,  aminek
eredményeképpen rendre 99 % RCP feletti termékeket tudtunk
eléallitani, melyeknek a specifikus aktivitasa minden esetben
15 GBg/uM  felett volt. A ®Ga-jelolt szarmazékkal —torténd
Osszehasonlitdsa soran a nem bomlaskorrigalt radiokémiai hozam esetén
lathat6 az elsé eltérés (“*Sc-DOTA-NAPamide: 60-70 %; %Ga-DOTA-
NAPamide: 80-86 %), hiszen a ciklotronban eldallitott **Sc tisztitdsa és

toményitése egy extra Iépés jelent a ®8Ga-DOTA-NAPamide
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elédllitasahoz képest. A logP vizsgilatok eredményei (*4Sc-DOTA-
NAPamide: -3,30; 8Ga-DOTA-NAPamide:
-3,50) alapjan mindkét radiotrészer hidrofil jellegli, igy a vartaknak
megfeleld volt, amikor a kés6bbi in vivo vizsgilatok soran a vesén
keresztiil triiltek a szervezetbél. Megemlitendd, hogy a logP értékek
alapjan a *Sc-jellt molekula kis mértékben ugyan, de hidrofobabb
jelleget mutat. Ez valoszinlileg annak koszonhetd, hogy a Ga’*
jellemzéen oktaéderes szerkezetli komplexeket alkot 6 koordinativ
kotésen keresztiil. Emiatt a DOTA-NAPamid 6sszesen 7 donoratomja
ko6ziil mindossze 6-hoz koordinalodik (4 gylirtinitrogén és 2 deprotonalt
karboxil-kar), aminek koszonhet6en egy karboxil-kar koordinalatlanul
marad, illetve a komplex nem lesz toltéssemleges. A Sc(l11) hajlamos 7,
vagy akar 8 koordinacios kotés kialakitasara is, aminek koszonhetéen a
harmadik karboxil-kar is koordindlodhat, igy toltéssemlegessé és
apolarosabb jellegivé téve a teljes molekulat, kiilonbséget okozva a
logP értékekben.

Az NaEDTA-ban, oxalsavban és egér plazmaban végzett
stabilitismérések azt mutattdk, hogy a “*‘Sc-DOTA-NAPamid
kinetikailag inertebb, hiszen 2 6ra elteltével semmilyen RCP valtozas
nem volt megfigyelhetd. A ®Ga(lll)-at tartalmazé komplexet nézve a
RCP értéke mar 1 ora elteltével megkozelitbleg S5 %-ot esett egér
plazmaban. A leirtak alapjan kijelenthetd, hogy hasonld, vagy jobb
kémiai tulajdonsagokkal bir a “‘Sc-DOTA-NAPamid, illetve a “Sc
megkozelitdleg négyszeres felezési ideje is elényhdz juttatjdk a *8Ga-

DOTA-NAPamiddal szemben.

28



Az MCI1-R specificitdst elészor receptor pozitiv B16-F10
tumorsejteken vizsgaltuk in vitro korilmények kozott. A kot6déses
vizsgédlatok sordn azt talaltuk, hogy megkdzelitéleg 1600 nM
(**Sc/*®Ga-)DOTA-NAPamid koncentraci6 eléréséig gyorsan novekszik
a teljes kotddés értéke (mol/sejt x 10-18), majd 3600 nM-t elérve a
rendszer ,,steady state” allapotba keriil. Az altalunk tapasztalt igéretes
eredményeket alatdmasztottak az irodalomban leirtak, miszerint t6bb
DOTA-a-MSH anal6g kozil a DOTA-NAPamid volt a legalkalmasabb
MC1-R vizsgalatara, kimutatasara. Ezen tGl a specificitds tovabbi
bizonyitasdhoz MCI1-R negativ A375 melanoma sejtvonalakon is
elvégeztiik a méréseket, ahol a vartaknak megfelelden azt lattuk, hogy
az MC1-R pozitiv B16-F10 sejtek megkozelitdleg 5-6-szoros % 1D/106
sejt (0,8-1,0) értékeket adtak az A375 sejtekkel szemben.

A sejtes vizsgalatokat kovetéen egészséges kontroll és tumort
hordozd  egerek  segitségével  vizsgaltuk  mindkét  anyag
biodisztribuciojat. A PET/MRI  képalkotassal és az ex Vivo
biodisztribticiés vizsgalatok segitségével igazoltuk a vesén torténd
kitiriilést, amit a magas vese felvétel bizonyitott. Ezen tul alacsony
felvétel volt megfigyelhetd a mellkasi és hasiiregi régiokban. A
melanoma specificitds vizsgalatahoz hasznalt o-MSH analdgok
segitségével a B10-F19 tumoroknal jelentésen magasabb halmozas
érheté el, mint az A375 tumorok esetén, amit a mi eredményeink is
megerdsitettek. Ezen talmenden a szubkutan oltott B16-F10 tumor
esetétn a magas MCI-R expresszalodasnak koszonhetden kivald
kontraszt érhetd el mindkét radiotrészer hasznalataval. A két anyag

Osszehasonlitisanal kijelenthetd, hogy ugyan kis mértékben, de a #Sc-
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DOTA-NAPamiddal magasabb SUV és tumor/izom értékeket kaptunk,
mint a %Ga-DOTA-NAPamiddal. Hasonld6 megfigyelést irtak le
Domnanich és mtsai. is, miszerint %Ga- és %‘Sc-jelolt DOTA- és
NODA-GA-RGD szarmazékok vizsgdlata soran azt talaltdk, hogy a
43c(INN) tartalmi komplex tumor halmozéasa és tumor/hattér aranya is
rendre magasabbnak bizonyult, mint a %Ga-komplex esetén. Az
altalunk megfigyelt eltérést a logP vizsgalatoknal mért, illetve a
stabilitas méréseknél tapasztalt kiilonbségekkel tudjuk magyarazni. A
%8Ga-jelolt DOTA-NAPamidot haszndlva a legjobb tumor/szdvet
kontrasztot az injektalastol szamitott egy oOran belill kaptuk, amit
megel6zéleg Froidevaux és mitsai. is igazoltak. A “**Sc-DOTA-
NAPamidot nézve azt talaltuk, hogy az injektalast kovetéen 4 oraval a
tumor/izomszovet arany magasabb volt, mint az 1 6ras leképzésnél. Ez
koszonhetd a *4Sc kozel 4 oras felezési idejének, az in vivo koriilmények
kozott tanusitott kinetikai inertségének és a tumorbdl torténd lassu
kitiriilésnek.

A nagyon igéretes eredmények ellenére a blokkolasos
vizsgalatokat is elvégeztilk, hogy teljes bizonyitdst nyerjen a **Sc-
DOTA-NAPamid MC1-R receptor specificitasa is. Az a-MSH-t és a
8Ga/**Sc-DOTA-NAPamidot tartalmazé minta injektalasat kovetden a
jelolt peptidek felvétele jelentésen csokkent az MC1-R pozitiv B16-F10
tumorokban, igazolva a specificitast.

A leirtaknak a tiikrében lathato, hogy a ®8Ga-DOTA-NAPamid
irodalmi  eredményeit reprodukalni  tudtuk, igy megfeleld
Osszehasonlitdsi  alapot  szolgaltatott a  **Sc-DOTA-NAPamid

vizsgalatdhoz. Kijelenthetd, hogy a *‘Sc-jellt peptid rendelkezik a
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8Ga-jelolt szarmazék és egyéb, az irodalomban kozolt melanoma
kimutatasara alkalmas vegyiiletek MCI1-R specificitasaval. Ezen
talmenden az in vivo kinetikai inertsége és a PET/MRI képalkotas soran
kapott tumor/izom aranya kiemelkedd. Valamint az altalunk el8allitott,
jellemzett és in vitro, illetve in vivo koriilmények kozott vizsgalt “Sc-
DOTA-NAPamid az elsé melanoma kimutatasra alkalmas #Sc(Ill)

radiofém-iont tartalmazo PET radiotrészer.
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5. Osszefoglalas

A %Ga napjaink egyike legelterjedtebben  hasznalt
izotopgenerator alapu PET radioizotopja, viszont felhasznaldsat és
szallitasat limitalja a relative rovid, 1 oras felezési ideje. Erre nyujthat
alternativ megoldast a *Sc, amely hasonlé komplexképzési reakciokon
keresztiil kapcsolhatd biologiai vektorokhoz, viszont felezési ideje
megkozelitdleg 4 ora. Ezért a munkdm soran ezen izotopok és
komplexeiknek az eléallitasaval, kémiai és bioldgiai tulajdonsagaink a
jellemzésével és azok 6sszehasonlitasaval foglalkoztam.

Elészor 1étrehoztunk egy **Sc generatort, ahol anyaelemként a
“Ti radioizotopot hasznaltuk. A *Ti/**Sc generator miikodését, illetve
Ujratoltését is teszteltik, ahol azt talaltuk, hogy az irodalomban
pozitivan megitélt reverz elicid nem kedvezményezett a “Ti(IV)
kioldodasa miatt. Ezen tul vizsgaltuk az generatorbdl lenyert, illetve a
ciklotronban eléallitott “*Sc jelolhetéségét és Osszehasonlitottuk az
irodalomban talalt adatokkal, amelyek nagymértékben korrelaltak.

Kifejlesztettink egy radiokémiai jeldlés-optimalizalast ¢és
gyartast segité kapillaris rendszert, melynek koszonhetden gyorsan és
reprodukalhatéan  voltunk képesek bizonyos kelatorok #Sc(ll)
affinitasat vizsgalni. Segitségével kideriilt, hogy a **Sc(l11)-mal torténd
komplexképzésre nem alkalmas a NOPO, illetve az egyszeresen
funkcionalizalt NOTA. A monofunkcionalizalt DOTA, DOTA-GA és
NODA-GA esetében biztato jelolhetéségi eredményeket kaptunk.

Ezt kdvetden az AAZTA *Sc(l11)-mal torténd jeldlhetdségének a

vizsgalatait végeztiik el. Azt talaltuk, hogy kiemelkedden kis kelator
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koncentraci6, illetve pH =3-7 mellett magas radiokémiai hozam
elérhetd el. Ennek okdn a **Sc-AAZTA-C9-c(RGDfK) és a **Sc-
AAZTA-C9-BSA eclballitasat és in vivo vizsgalatat is elvégeztiik, ahol a
vart eredményeket kaptuk. Kiemelendé az ““Sc-AAZTA rendszer azon
tulajdonsaga, hogy szobahémérsékleten és semleges pH-n is érdemi
jelolés hajthato vele végre, ami igéretes fehérjék, antitestek és egyéb ho-
és pH-érzékeny vegyiiletek radiotrészerként torténé alkalmazasanal.

A szélesebb spektrum feltérképezéséhez az MCI1-R specifikus
%Ga-DOTA-NAPamid mintdjara  elballitottuk a  *“Sc-DOTA-
NAPamidot, amit jellemeztiink és Osszehasonlitottunk mas melanoma
markerrel. Eredményiil azt kaptuk, hogy az MC1-R specifikus a-MSH
analogok koziil kiemelkedéen jo6 kémiai, illetve biodisztriblicios
tulajdonsdgai vannak. Ezen til hangsulyozand6, hogy elsdnek
allitottunk eld melanoma tumor kimutatisara alkalmas *4Sc-jelolt

radiotrészert.
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5. Fiiggelék

Onalléan végzett munka:

4Ti/*Sc generator megépités, tesztelése és hasznalata az dsszehasonlitd
és jelolési kisérletekben

Ciklotronban eldallitott *Sc feldolgozasa, tisztitisa, toményitése és
hasznalata az 6sszehasonlito és jelolési kisérletekben

A kapillaris rendszer inaktiv tesztelése és beallitdsa, majd felhasznélasa
kelator 6sszehasonlitd reakciokhoz

AAZTA  kelatorral — végzett optimalizacidos jeldlési  reakciok
megtervezése és kivitelezése

AAZTA-C9-c(RGDFK) peptid és AAZTA-BSA kémiai szintézise és
jelslésiik “Sc(I11) segitségével

Forgalomban kaphaté DOTA-NAPamid jelzési reakcidinak kivitelezése

Kisérlettervezés, eredmények feldolgozésa és kiértékelése

Kozremiikddésben végzett munka:

4Sc ciklotronban torténd eléallitasa (Dr. Szikra Dezs6)
4Gc-csatorna  1étrehozdsa  doziskalibratoron (Dr. Szabd  Séndor,
Dr. Forgacs Attila)

Kapillaris szintézis rendszer megépitése (Dr. Szikra Dezs6)

AAZTA rendelkezésiinkre bocsatasa (Dr. Baranyai Zsolt, Bracco)
AAZTA-(tBu)4-TFP szintézise (Dr. Fekete Aniko)

Invitro, exvivo és invivo biologiai vizsgalatok kivitelezése

(Dr. Trencsényi Gyorgy, Nagy Tamas)
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