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2. Bevezetés

A nuklearis medicina egy olyan, napjainkban dinamikusan fejlddé orvostudomanyi
teriilet, amely molekularis képalkotassal és radioterapiaval foglalkozik. Az alapjaul
szolgéld radioizotop nyomjelzést Hevesy Gyorgy dolgozta ki 1913-ban, melyért 1943-
ban Nobel-dijjal jutalmaztdk. A nyomjelzés lényege, hogy ha egy molekulaban
kicseréliink egy atomot a radioaktiv izotopjara, akkor a jelzett molekula kémiailag
megegyezik az eredeti molekulaval. Tovabba a jelzett molekulaban 1év6 radioizotdp altal
kibocséjtott radioaktiv sugarzas detektalasaval informéciot nyerhetlink kémiai reakciok
végbemenetelérdl, vagy az ¢éldszervezetben lejatsz6dd  kiilonbozd  bioldgiai
folyamatokrol. Ez a felismerés 0 utat nyitott az orvosi diagnosztikdban ¢€s lehetvé tette
a molekularis képalkotast.

Ezen az elven alapul a nuklearis medicina teriiletén elterjedt két technika, az
egyfoton-kibocsatasos komputer tomografia (SPECT) és a pozitron emisszios tomografia
(PET). Ha ezeket a funkcionalis képalkotd modszereket egy morfologiai képalkotd
eljarassal, példaul komputertomografiaval (CT), vagy magnesesrezonancia képalkotassal
(MRI) egészitjiik ki, akkor igen hatékony leképezés jon létre. Ezekkel a hibrid
késziilékekkel pontos diagnosztikai képet kaphatunk az éldszervezetben lejatszodd koros
folyamatokrol, példaul a kiillonb6zd tumorok és attétjeik pontos helyérdl, az adott
betegség eldrehaladottsagardl. Ezen kiviil alkalmazzak ezeket a képalkotdé mddszereket
terapias kezelések hatékonysaganak a kovetésére is.

Napjainkban egyre tobb radiofarmakont fejlesztettek ki a kiilonbozé patologias
folyamatok azonositasara ¢és ezeknek a radiojelzett vegylileteknek a szama
exponencialisan ndvekszik. A radiogyogyszerek eldnyds tulajdonséga, hogy a vizsgalatok
soran kis anyagmennyiségben alkalmazzak Oket, igy nem valtanak ki farmakologiai
hatast. A diagnosztikai fémizotop alkalmazasa mellett egyre népszerlibbek a terapids
fémizotépokat  (pl.:  lutécium-177,  bizmut-213,  aktinium-225) tartalmazé

radiofarmakonok, melyek célzottan pusztitjak el a tumoros sejteket.



2016-ban csatlakoztam az Orvosi Képalkoto Intézet Nukledris Medicina Tanszékén
folyd azon kutatdsokhoz, amelyek kiilonb6z6 fémkomplex alapi radiogyogyszerek
kifejlesztésére és biologiai vizsgalatara iranyulnak. Tudomanyos didkkordsként pozitron-
sugarzo szkandium-44 ¢s galium-68 izotopokkal jeldlt PET radiofarmakonok szintézisét,
radiokémiai és preklinikai vizsgalatat valositottam meg. Majd 2019-t61 PhD hallgatoként
bekapcsolddtam a Kémia Intézet Fizikai Kémiai Tanszékén foly6 kutatomunkaba is, ahol
elsajatitottam az NMR mérések alapjait, valamint a makrociklusos ligandumok kiilénb6z6

fémionokkal képzett komplexeinek fizikai-kémiai jellemzését.



3. Irodalmi hattér

3.1 Hipoxia

A daganatos megbetegedések vilagszerte a leggyakoribb haldlokok kozott szerepelnek. A
tumorokat az egészséges sejtekbol kialakult hibas miikodést sejtek alkotjak. A sejtek
DNS-e kiilonbozo kiilsé behatasokra megsériilhet, példaul UV-sugarzéds, kémiai
karcinogének, vagy a sejtosztodds soran bekovetkezd hibak miatt. A hibasan miikodo
sejtek nagy részét a szervezet DNS-javitdé mechanizmusai kijavitjdk, vagy az
immunrendszer elpusztitja. A javitdé mechanizmusokat és az immunrendszert kikeriilo
hibas sejtek alkotjdk a tumorszdveteket. A tumoros sejtek jellemzd tulajdonsdga, hogy
nem csak a szervezet altal adott jelzésre osztdodnak, hanem folyamatosan ¢&s
kontrollalatlanul. Tovabba olyan receptorokat expresszalnak, azaz helyeznek ki a
sejtmembranjukra, amelyek miatt a szervezet és az immunrendszer egészséges sejteknek
véli 6ket. Ezen kiviil képesek kikapcsolni a programozott sejthalal, azaz apoptozis
jelatviteli Gitvonalait is, ami szintén az ellendrizetlen burjanzasukat segiti [1].

A taléléshez a tumoros sejteknek nagy mennyiségli tadpanyagra és oxigénre van
sziikségiik. Intenziv szaporodasuk, burjanzasuk sordn azonban egyre messzebb keriilnek
a véraramtol, amely alacsony oxigénszintet, azaz hipoxiat okoz. Helmlinger é&s
munkatarsai [2] 1997-ben megéllapitottak, hogy azok a sejtek hipoxidsak, amelyek 70
um-re, vagy ettdl nagyobb tavolsagra kerlilnek az artérids véraramtol. A 150 pm
tavolsagban 1év0 sejtek pedig elhalnak az oxigén hidny kovetkeztében (1. abra).

Az alacsony oxigénszint hatdsara olyan jelatviteli utak aktivalodnak, amelyek az
érképzddeést serkentik. Ennek a folyamatnak egyik kulcsszerepldje a hipoxia indukalta
faktor (HIF). Az emberi szervezetben harom HIF faktort azonositottak, a HIF-1-et, a HIF-
2-6t és a HIF-3-at. A tumoros sejtek tobbsége a HIF-1-t termeli, ami két részbdl all, a
HIF-1a és a HIF-1p alegységekbdl [3]. HIF-1a alegység folyamatosan termelddik, de
normoxids korlilmények kozott, azaz normalis oxigenellatottsdg mellett gyorsan

elbomlik.
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1. abra Hipoxidas sejtek keletkezése

Hipoxia esetén azonban a HIF-la stabilizalodik és Osszekapcsolodik a HIF-1B
alegységgel ¢€s 1étrejon az aktiv HIF-1 transzkripcids faktor. Az aktivalt HIF-1 tobb olyan
folyamatot indukal, amelyek segitik a tumoros sejtek talélését, ezek kozott szerepel a
tumor-érképzodés aktivalasa (példaul a vaszkularis endothelidlis novekedési faktor
(VEGF) expresszidjanak novekedése), a metabolizmus megvaltozasa, valamint a
metasztazis kialakuldsa [4], [5], [6]. A tumor-érképzddés soran nem szabalyos, hanem
rendellenes erek képzddnek, amelyek képesek egymasba fonddni, és ezért nem egyiranyu
véraram jellemzd rajuk. Ezen kiviil az ilyen erek falai vékonyak, konnyen kitdgulnak,
ezért nem folyik konzisztens véraram rajtuk. Ennek kovetkezménye, hogy ez az yj
érrendszer nem képes a megfeleld mennyiségli oxigén és tapanyag szallitasara.

A tumorhipoxia detektdlasa azért fontos, mert a sejtek alacsony oxigenizaltsaga
jelentdsen rontja a kiilonbozd rakellenes terapidk hatékonysagat [7]. Példaul a hipoxids
sejtek a normoxidsakhoz képest ellenallobbak a sugarterapiaval szemben, mert esetiikben
az oxigeén sugarérzékenyitd hatasa nem érvényesiil. Tovabba a kemoterapidra is kevésbé
érzékenyek, mert a citosztatikus molekuldk a nem megfeleld érhalozat miatt alacsonyabb
koncentracioban jutnak el a hipoxids tumorsejtekhez, ezért kisebb mértékben tudjak
kifejteni rakellenes hatdsukat. Ezen kiviil megfigyelték még, hogy az oxigénhiany a P-

glikoprotein megndvekedett expresszigjat indukalja a tumoros sejtek sejtmembranjan. A
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P-glikoprotein egy membran transzporter fehérje, ami a sejtbe bejutott kiilonbozd
anyagokat, gyogyszereket visszapumpalja az extracellularis térbe, és fokozott
expresszidja révén noveli a tumorsejt kemoterapias szerek elleni rezisztanciajat [8].

Szamos kemoterdpia soran alkalmazott gyogyszer (példaul a doxorubicin) ugy
mikddik, hogy oxigén jelenlétében szabad gyokoket hoz 1étre, amelyek karositjadk a DNS-
t. Ennek megfelelden alacsony oxigén szint esetén az ilyen tipust rakellenes gyogyszerek
citotoxicitasa csokken [8].

A fent leirtak alapjan kijelenthetjiik, hogy a tumor hipoxias teriileteinek detektalasa

jelentdsen segitheti a hatékony rakellenes terapia tervezését.
3.2 Melanoma

3.2.1 Melanoma malignum kialakul4sa

A bor daganatos megbetegedéseit két nagy csoportra lehet osztani, a melanoma tipusura
¢s a nem melanoma tipusura. Az els6 esetben a tumorok a ham legalsé rétegében talalhatéd
festéktermeld sejtekbol, az tgynevezett melanocita sejtekbdl indulnak ki. Leggyakrabban
a borben fordulnak eld, de megtalalhatok még a nyéalkahértydkon, a szemben és az agy
lagyburkéban is. Melanocita sejtek melanint termelnek, amelynek hiarom tipusa van:
eumelanin, feomelanin ¢és a neuromelanin. Napsiitéskor vagy szoldriumban az UV-
sugarak hatasara sériilés keletkezik a bérben. Ennek hatdsara fokozddik az eumelanin
termelddés, ami elnyeli az UV-sugarzas nagy részét és ennek kovetkezménye a bor
barnulasa. [lyenkor termelddik még feomelanin is, de ez kevésbé védi meg a bort a tovabbi
UV-sugarzastol. A fehér borli embereknél tobb feomelanin, mig a sotét bortieknél tobb
eumelanin termelddik, ezért a sotétebb borti embereknél kisebb eséllyel fordul el6 a
melanoma malignum [9].

A talzott UV-sugarzas DNS torést okoz a melanocitakban, amely a sejtek hibas
mukodéshez, azaz melanoma kialakulasdhoz vezet. A melanomas megbetegedések
eléfordulasa folyamatosan emelkedik €s 2021-ben vildgviszonylatban 4tlépte mar az évi
320000 beteg szamot [10]. Ennek oka, hogy az elmult évtizedekben folyamatosan
csokkent az 6zon réteg vastagsaga, igy megndtt a kdros UV-sugarak mennyisége, ami

novelte a megbetegedések eldfordulasat. Tovabbi kockéazati tényezdk még a rossz
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napozasi szokdsok, amelyek napégést okoznak és jelentésen ndvelik a melanomas
elvaltozasok szamat kiilonosen a fehér boriiek korében. Ennek megfelelden a legtobb
megbetegedést Ausztraliaban €s az €szak-eurdpai lakossag korében jegyezték fel [10].

A melanoma korai felismerése nagyon fontos, mivel a tumoros sejtek el6szor a bor
fels6 hamrétegében terjeszkednek, és csak késébb érik el az ér- és nyirokrendszert. Ezért
idében ¢észlelve a koros elvaltozast, lehetéség van a melanoma sebészi uton torténd
eltavolitasara, mely a tumor ¢€s a koriiltte 1€vo bor 1-2 centiméteres kimetszését jelenti.
Ilyen esetben a beteg teljes felépiilése valoszintisithetd és a melanoma visszatérésének
kockazata is 5% alatti. A melanoma malignum nagy mortalitasa gyors novekedésével
magyarazhatd. Tovabba azzal, hogy amikor eléri a bdérben 1év0 hajszalér- ¢és
nyirokrendszert, azutan rovid id0 alatt képes attétet adni a kiilonbozd 1étfontossagi
szervekbe, példaul a tiidobe, a vesébe, az agyba és a majba. A melanomas beteg tulélési

esélye a metasztazisok megjelenése utan 20% ala csokken [11] (2. dbra).

Melanoma kialakulasanak fazisai

Fazis 0. Fazis II. Fazis IV.
Melanoma kialakulasa Lokalizalt, vastagabb Tovabb terjed mas
a felhamban az el6zo fazisnal szervekbe

Felham & ' .

o _/\<‘><>< _/Bxx _/Lq

Bor alatti

zsirszovet o
Fazis 1. Fazis I11.
Felhamban lokalizalodik, Ny'l:rﬂkt‘l‘t’k felé
nagyon vékony terjed

2. abra Melanoma kialakulasa

3.2.2 A melanocortin 1 receptor (MC1R) és az a-melanocita stimulalé hormon (o-
MSH)
A melanocortin 1 receptor (MCIR) a melanin szintézis szabdlyozdsdban részt vevo

receptor és melanocitdk sejtmembranjan expresszalddik. Az MCIR egy G-fehérje
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kapcsolt receptor, amely a sejten beliili jelatviteli utvonalakon keresztiil szdmos
folyamatot iranyit, példaul a melanin termelddést, ami felelds a bor- és a hajszinért.
Szamos kozleményben szamoltak mar be arrol, hogy a malignus melanomasejtek
membranjdn a MCIR receptor kifejez0dése nagymértékben megnd az egészséges
sejtekhez képest [12]. Ennek a receptornak a nem szelektiv, teljes agonistdja az o-
melanocita stimulaléo hormon (a-MSH). Ez a peptid a melanocortin hormon csalad tagja,
amelyek szamos fiziologiai folyamatban vesznek részt, példaul hatissal vannak a
szexudlis aktivitasra, az energia haztartasra, az ¢hségérzetre, valamint a tejtermelddésre
[13]. Az o-MSH egy 13 aminosavbol felépiild, linearis szerkezetii peptid. (3. abra) A
bioldgiai felezési ideje koriilbeliil 3 perc, ami azt jelenti, hogy ennyi id6 alatt a peptid
mennyisége a vérben a felére csokken. Ezért onmagaban alkalmatlan arra, hogy rakellenes
gyogyszerként alkalmazzak [14, 15], ugyanakkor szamos radiojelzett a-MSH anal6got
elterjedten haszndlnak a melanoma kimutatasara [15], ilyen peptid szarmazék példaul a

NAPamid [16].

3. abra a-Melanocita stimulalo hormon (a-MSH) szerkezete

3.3 Orvosi képalkotd eljarasok

3.3.1 Nuklearis medicina

Napjainkban egyre elterjedtebben alkalmazzédk a molekularis, masnéven funkcionalis

képalkotd eljarasokat a kiillonbozd betegségek diagnosztizalasara, valamint

elérehaladottsaguk mértékének a megallapitdsara. A nuklearis medicina korébe tartoznak

a nyilt sugarforrast hasznal6 kiilonboz6 diagnosztikai és terdpias gyogyaszati eljarasok.
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Ilyen diagnosztikai modszer az egyfotonos emisszios komputertomografia (SPECT) és a
pozitronemisszios tomografia (PET) is. Jellemz6 rajuk, hogy kis mennyiségli radioaktiv
nyomjelzé (radiogyogyszer) felhasznalasaval molekuléris képalkotast tesznek lehetové.
Ez azt jelenti, hogy ezekkel a diagnosztikai moddszerekkel a kiilonbozd fiziologiai
folyamatokat molekularis szinten lehet tanulmanyozni és észlelni az adott szovet, szerv
mukodésében bekovetkezett valtozadsokat. Ennek megfelelden ezeket a technikakat
alkalmazva lehetdség nyilik a kiillonb6zo betegségek korai diagnozisadra az anatomiai
valtozasok megjelenése el6tt. A morfologiai képalkotasra épiild eljarasokkal a szoveteket
¢s szerveket tudjuk egymastol jol elkiiloniteni, azaz pontos anatdmiai informdaciokat
nyerhetiink velilk. Ilyen diagnosztikai modszerek példaul az ultrahang, a
komputertomografia (CT) és a magnesesrezonancia-képalkotas (MRI). A molekuléris
képalkoto technikdnak a morfologiai képalkoto eljarassal torténd 6tvozése hatékonyabb

leképezést, azaz a betegség pontosabb lokalizaciojat teszi lehetdvé.

3.3.1.1 Egyfotonos emisszios komputertomografia (SPECT)

A SPECT képalkotas soran a beteg szervezetébe gamma-sugarzo radioizotoppal jelzett
radiogyogyszert juttatnak. Az izotép bomlasakor alacsony energiaju gamma-fotonok (kb.
140 keV) keletkeznek, amelyeket a gammadetektor érzékel. A detektor a vizsgalando test
koriil forog és ekdzben 3-6 fokonként adatokat gytijt, majd a kapott kétdimenzios képeket
szamitogeépes technikaval haromdimenzios képpé alakitjak at. Egy vizsgalat 15-20 percig
tart és egy voxel ¢éle 5-8 mm. A voxelek haromdimenziés megfeleléi a pixeleknek.
Napjainkban a SPECT technikat altaldban egy morfologiai képalkotod eljarassal
kombinaljak, példaul CT-vel [17].

A nuklearis medicinaban a leggyakrabban alkalmazott gamma-sugarz6 radionuklid a
technécium-99m. A *™Tc idedlis kémiai és nuklearis tulajdonsagokkal rendelkezd
radioizotop. Nem toxikus a szervezetre nézve, radioaktiv felezési ideje 6 6ra, mely nem
tul hosszu, igy egy nap utan a technécium-99m 94%-a lebomlik a szervezetben. Bomléasa
sordan *Tc képzddik, mikozben a SPECT-kamera szdmara idedlis, 140 keV energiaju

gamma-fotonok keletkeznek [18].
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A technécium-99m izotdpot *’Mo/**™Tc-generatorbol nyerik, amelyben ioncserélé
oszlophoz kotott formaban talalhaté az anyaelem, melynek bomlésa soran keletkezik a
képalkotashoz sziikséges technécium-99m lednyelem. A *’"Tc izotopot megfeleld
eludloszerrel lehet elvéalasztani az anyaelemtdl. A molibdén-99 anyaelemet
hordozomentes formaban uran hasadvanybol allitjak elé és a [PMo]MoO4-ot savas
aluminiumoxid gyantan kotik meg, ami bomlasa soran [**™Tc]-pertechnetatta alakul. A
[*"Tc]TcOq-ot felhasznalas elStt az ioncseréld oszloprol fizioldgias sooldattal
szelektiven tudjak elualni az anyaelem melll. A “Mo/**™Tc generator kb. 2-3 hétig
hasznalhatd a molibdén-99 izotdp 66 oOras felezési ideje miatt [19]. A radiokémiai
jelzésekhez elore elkészitett inaktiv készleteket, ugy nevezett kiteket alkalmaznak.
Perflizios vizsgalatok sordn egyes esetekben a [*™Tc]-pertechnetat fiziologias sdoldatat
kozvetleniil is alkalmazzik, de kiilonboz8 **™Tc-komplexekkel is torténhet a vizsgalat.
Az utdbbi esetben ugyanis az alkalmazott komplexképzok megvaltoztatjak a technécium-
igénye nélkiil a Cardiolite (sestamibi), a Ceretec (exametazime) és a Myoview

(tetrofosmin) (4. abra).

N .
o
H3007% ,/ Ow
HsC"  CH,
Cardiolite Ceretec Myoview

4. abra Technécium-99m alapu radiofarmakonok szerkezete

A SPECT diagnosztikaban elterjedten alkalmazzak még a jod-123 és az indium-111
izotopokkal jelzett vegyiileteket. Ezek hosszabb felezési idejli izotopok (ti. = 13 ora,
illetve t12 = 67,9 ora) és gamma-energidjuk is nagyobb (E, = 159 keV, illetve E, = 172

keV), mint a technécium-99m izotdpé. A béta-sugarz6 lutécium-177 radionuklidot (Eg
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max =497 keV (78.6%), 384 keV (9.1%) és 176 keV (12.2%)) elsdsorban peptid receptor
radionuklid terapiara (PRRT) hasznaljak, de mivel diagnosztikdra alkalmas alacsony
energiaju gamma fotonokkal is rendelkezik (E, =208 keV (11.1%), 113 keV (6.6%), ezért
SPECT képalkotas is lehetséges vele [20].

3.3.1.2 Pozitronemisszios tomografia (PET)

Pozitronemisszids tomografia a 1970-es évek ota 1étezik, miikddési elve (5. abra)
hasonlit a SPECT-hez, itt viszont pozitron-sugarzé radionuklid jelzett
radiogyogyszerekkel torténik a képalkotds. Az izotép bomlésa soran keletkezd pozitron
részecske (B) amikor egy elektronnal talalkozik, akkor kolcsondsen megsemmisitik
egymast, ezt a folyamatot annihildcidnak neveziink és ennek soran két egymassal 180
fokos szoget bezard, 511 keV energiaju foton képzddik. A fotonokat a PET kamera

érzékeli és kisziiri azokat a beiitéseket, amelyek nem egy idében csapddnak be.
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5. abra PET képalkotds sematikus rajza

A PET technika a SPECT-hez képest nagyobb felbontast eredményez (3-6 mm).
Felbontasban nagy szerepe van a pozitron energiajanak, mert minél nagyobb ez az energia
annal messzebb juthat a pozitron-részecske a bomlas helyszinétdl, ami rontja a felbontast
[21].
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A PET alkalmazdsédban az igazi attorés 2001-ben kovetkezett be, amikor a Ge
Healthcare piacra bocsajtott egy kombinalt PET/CT késziiléket. Ennek a hibrid
technikanak az a nagy eloénye, hogy a PET altal detektalt patologias elvaltozas pontos
helyét kdnnyen meg lehet allapitani a CT képalkotas segitségével, mivel ugyanabban a
testhelyzetben ¢és iddpontban késziil a sejtek, szovetek mikodési, funkcionalis
tulajdonsagait megjelenitd PET kép, valamint a pontos anatomiai viszonyokat abrazolo
CT felvétel. Késobb 2010-ben keriilt kereskedelmi forgalomba egy a Siemens Healthcare
altal kifejlesztett PET/MRI késziilék, ami a PET molekularis képalkotdst az MRI
morfologiai leképezéssel o6tvozi [22, 23]. A PET/MRI technika nem szoritotta ki a
PET/CT eljarast, de mivel 1ényegesen kisebb sugarterheléssel jar, ezért gyermekek, terhes
ndk, valamint fiatalkorti betegek esetén elOnydsebb az alkalmazésa a PET/CT-vel
szemben [24].

A PET képalkotashoz felhasznalt pozitron-sugarzo izotopok nagy részét ciklotronban
allitjak eld. Ezek olyan részecskegyorsitok, amelyek az elektromosan toltott részecskéket
magneses tér segitségével egy spirdlispalyan gyorsitjdk. A folyamat soran a részecske
minél messzebb kerlil a spiralispalyan, annal nagyobb energiaval rendelkezik, végiil egy
nyaldbba rendezik a részecskéket és a céltarggyal iitkdztetik [25].

A PET vizsgalatok sordn a négy leggyakrabban hasznalt pozitron-sugarz6 radionuklid
aszén-11, az oxigén-15, a nitrogén-13, €s a fluor-18. Ezek koziil az elsé harom az emberi
szervezetet alkotd szerves vegyiiletek épitdelemei. A felezési idejiik valtozo, az oxigén-
15 felezési ideje 122 masodperc, a nitrogén-13 izotopé 10 perc, a szén-11 izotopé 20,4
perc, mig a fluor-18 izotopé 109,7 perc. A rovid felezési idejii izotopokkal jelzett
vegyliletek csak helyben torténd felhasznalasra alkalmasak, mig a hosszabb felezési idejii
18F_jelzett radiogyogyszerek tavolabbi PET centrumokba is elszallithatok [26].

A klinikai PET/CT vizsgalatok soran radiogyogyszerként legnagyobb mértékben 2-
['®F]fluoro-2-dezoxi-D-gliikozt (['*FJFDG-t) alkalmaznak [27] (6. 4bra). Ez a vegyiilet
egy glikoz analdg, amely alkalmas a sejtek gliikoz-anyagceseréjének a vizsgalatara. A
sejtekbe jutva 2-fluoro-2-dezoxi-D-gliik6z-6-foszfatta alakul, amely tovabb mar nem tud

metabolizalodni, ezért felhalmozodik a magas cukor-felhasznalast sejtekben,
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szovetekben. A tumoros sejteket az egészséges sejtekhez képest fokozott gliikoz-
anyagcsere jellemzi, ezért az ['*F]FDG hatékony diagnosztikai 4gensként alkalmazhat6 a
daganatos megbetegedések detektalasara. A rovidebb felezésii idejli szén-11 izotdppal
jelolt  molekuldkat elterjedten hasznaljak  Alzheimer koér (példaul:  2-(4°-
([''C]metilamino)fenil)-6-hidroxi-benzotiazol (['!C]PIB) [28]), prosztata (példaul.:
[''C]kolin [29]) és agyi tumorok (péld4ul: [''C]metionin [30]) vizsgalata soran (6. dbra).
A nitrogén-13 radionukliddal jelzett vegyiiletek koziil az ['*N]Jammoniat agyi
metabolizmus [31] mellett myocardialis perfuzios vizsgalatokban is hasznaljak [32], az

utdbbi esetben 1°O-jelzett vizet is alkalmaznak [33].
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6. abra Klinikai gyakorlatban alkalmazott PET-radiofarmakonok szerkezete

Napjainkban a fent emlitett négy radionuklid mellett egyre elterjedtebben hasznaljak
radiokémiai jelzésekre a kiillonb6z6 pozitron-sugdrzd fémizotodpokat is, ilyenek példaul a
szkandium-44 (ti» = 4,04 6ra), mangan-52 (ti2 = 5,59 nap), réz-64 (ti2 = 12,7 o6ra),
gallium-68 (ti2 = 67,71 perc) és a cirkdonium-89 (tio = 78,4 ora) izotopok [34]. A
cirkénium-89 fémizotdpot féleg a hosszabb biologiai félidejlii antitestek radiokémiai
jelzésére hasznaljak, ilyen radiogyogyszer példaul a 3°Zr-trastuzumab [35].

A fenti fémizotopokat foleg ciklotronban allitjak eld, de példaul a gallium-68 nyerhetd
még kereskedelmi forgalomban elérheté, GMP-kompatibilis ®*Ge/**Ga generatorbdl is
[36]. Ennek megfelelden ®*Ga-jelzett radiogyogyszerekkel ciklotronnal nem rendelkezé
PET centrumokban is lehet PET vizsgéalatokat végezni. A generator anyaeleme a
germanium-68, aminek a felezési ideje 270,8 nap, ezért koriilbeliil egy évig hasznalhato,
de mivel két 6ranként lehet rola [**Ga]GaCls oldatot eludlni, igy naponta tdbbszor is lehet
vele radiojelzést megvalositani.

A gallium-68 ciklotronban torténd eldéllitasa  *3Zn(n,p)®®*Ga magreakcioval

valosithatd meg, ami hosszii tdvon gazdasagosabb megoldast jelent a ciklotronnal
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rendelkezd radiogydgyszergyartok részére. A gallium-68 izotopot elsésorban peptidek
radiojelzésére hasznaljak, mivel 68 perces felezési ideje jol korreldl ezeknek a
vegylileteknek a bioldgiai felezési idejével. A gallium-68 bomlasok 89,1%-a B"-bomlas,
ami a fluor-18-hoz (Emax = 0,63 MeV) képest nagyobb energiaval torténik (Emax = 1.92
MeV). A forgalomban 1évé %*Ga-jelzett radiogydgyszerek kozott megtalalhatéo a
[%¥Ga]Ga-DOTA-TOC, ill. a [®Ga]Ga-DOTA-TATE (7. 4bra), melyek neuroendokrin

tumorsejtek  felszinén nagymértékben expresszald szomatosztatin  receptorok

kimutatasara alkalmasak [37].

o
» Q% g g

[®8Ga]Ga-DOTA-TOC

[°®Ga]Ga-DOTA-TATE

7. dbra % Ga-jelzett radiofarmakonok szerkezete

Napjainkban gallium-68 izotép felhaszndldsa ismét novekszik a prosztatardk
detektaldsira hasznalhatd kiilonbozé *Ga-jelzett, PSMA-alapti radiofarmakonok

novekvo népszerlisége miatt. Az egyik ilyen széleskoriien alkalmazott PET diagnosztikai

agens a [**Ga]Ga-PSMA-11 [38] (8. 4bra).
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8. dabra [**Ga]Ga-PSMA-11 szerkezete

A gallium-68 radiofém egyik kivalo alternativdja a szkandium-44 izotoép [39],
melynek a felezési ideje 4,04 6ra. Ez a felezési id6 lehetdvé teszi a **Sc-jelzett
radiofarmakonok, de akar a radioizotdp szallitasat is tavolabbi PET kozpontokba. A
szkandium-44 izotop eldallithatdo **Ti/**Sc generatorral [40], valamint **Ca(p,n)**Sc
magreakcioval ciklotronban [41]. Képalkoto tulajdonsagai megfeleléek a PET képalkotas
szdmara, mivel a szkandium-44 esetében a B"-bomldsok aranya magasabb (94,3%) a
gallium-68 izotophoz képest (89,1%). A bomlasi energidja viszont kisebb (Emean = 0,63
MeV), igy jobb felbontisi PET képet kapunk a #Sc-jelzett radiofarmakonok
alkalmazasakor [42]. Tovabba a szkandium-44 négy oras felezési ideje késébbi PET
képalkotast is lehetévé tesz. *‘Sc-jelzett vegyiileteket haszndltak mar tobbek kozott
szomatosztatint expresszaldé tumorok [43] és prosztata rdk kimutatdsara [39]. A
szkandium-44 rendelkezik egy terapias izotopparral is, mégpedig a 3,35 nap felezési
idejli, béta-sugarzo6 szkandium-47 izotdppal [44]. Miiller €s munkatarsai altal végrehajtott
preklinikai kisérletekben a *’Sc-jelzett radiofarmakonnal (9. abra) végrehajtott terdpids

kezelések novelték a folat receptor-pozitiv KB tumoros egerek talélési idejét [45].
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9. abra *’Sc-jelzett DO3AM-folat konjugdtum (cm10) szerkezete

3.3.2 Morfoldgiai képalkoté modszerek
3.3.2.1 Komputertomografia (CT)

A komputertomografiat az 1970-es évek oOta hasznaljdk az orvostudomanyban és
kiilonboz6é anyagszerkezeti vizsgalatokban. A CT ionizald rontgensugéarzast hasznalva
készit morfologiai képet az emberi testrdl. A kiilonbozd szovetek kiillonbozoé mértékben
nyelik el a rontgensugéarzast, melyet a detektorok érzékelnek. Egy vizsgalat a bonyolult
szamitasok ellenére is, csak par percet vesz igénybe. A jobb kép elkészitése érdekében
gyakran kontrasztanyagot adnak a betegnek. Leggyakoribbak a jod és barium tartalmu
kontrasztanyagok, mivel ezen kémiai elemek vegyiiletei nagyobb elnyelést
eredményeznek. A késziilék fobb részei a rontgencsd, detektor, mozgathatd agy és a

szkennerdob. Az elkészitett kép felbontdsa 1 mm koriili [46].

3.3.2.2 Magnesesrezonancia képalkotas (MRI)

A magnesesrezonancia képalkotas a CT-vel ellentétben nem hasznal ionizald
sugarzast a felvétel elkészitése soran. Az MRI vizsgalat sordn a pacienst egy alagutszerti
magneses térbe fektetik, ami a késziiléktol fliggden 10-30000 gauss (1-3 Tesla) nagysagu.

Az MRI késziilék miikodése a kovetkezd megfontolasokon alapul. A pératlan
nukleonszdmu atomoknak magneses momentumuk és spinjik van, ezért elemi

magneseknek tekinthetdk. Legnagyobb magneses momentuma az egy protont tartalmazé
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hidrogénnek van. Ha a protonokat kiilsé magneses térbe helyezziik, akkor ezek az elemi
magnesek paralel vagy antiparalel iranyba rendezddnek a kiils6 magneses tér irdnyahoz
képest. Az ellentétes iranyu spinek semlegesitik egymast €s csak néhany proton
helyezkedik el az energetikailag kedvezobb, a kiilso térrel megegyezd irdnyba. Tovabba
ezek a paralel allast protonok nem teljesen parhuzamos iranyban éallnak, hanem a kiilsé
magneses tér iranyahoz képest egy adott szoget bezard kuppaldst mentén forognak,
ugynevezett precesszaldo mozgast végeznek. Azt a frekvenciat, amivel a protonok
precesszalnak Lamor frekvencidnak nevezziik. Egy kiilsé, megfelelé frekvencidju,
impulzusszerii radiofrekvencids hullimmal ezek a protonok kibillenthetdek a paralel
helyzetbdl, azaz gerjeszthetdek. A radiofrekvencids jel megsziintetése utan a protonok
visszarendezddnek, ezt a folyamatot relaxacionak nevezziik. Ennek sordn a protonok a
felvett energiat kisugarozzak ho és radiofrekvencids hullim formajaban, amit egy
vevoegység érzékel. A detektortekercsben elektromagneses jel lesz detektalhatd, amelyet
Fourier transzformécioval alakitanak at ugynevezett ’proton térképpé’. Azt az id6t, ami
alatt a relaxdci6 megtorténik, relaxacios idének nevezziik. Annak fiiggvényében, hogy
milyen kémiai kornyezetben van az adott proton, a relaxacids ideje mas és mas.

A relaxéacio soran a protonok egyrészt a kiils6 magnes tér altal meghatarozott
longitudinalis irdnyba allnak ismét vissza, ezt 71 relaxacionak nevezzik, ekkor a
felesleges energiat hd formajaban adjak 4t a kozegnek. Masrészt, a radiofrekvencias
impulzus hatdsara létrejott szinkronizacid felbomlik, azaz fazisvesztés torténik a
transzverzalis sikban, ezt pedig 7> relaxacionak nevezziik, amit az egyes protonok eltérd
kémiai kornyezete befolyasol.

Az emberi test MRI-vel jol vizsgalhato, mivel az emberi test 70%-at viz teszi ki, amely
hidrogén atomokat tartalmaz. Tovabba a fehérjékben, zsirokban és a szénhidratokban is
sok hidrogén talalhatd. A kép elkészitése soran lehetdség van a kiilonbozd relaxaciokat is
figyelembe venni, a 7 sulyozas esetén az anatomiarol kapunk kontrasztosabb képet, mig
a 1> sulyozas esetén a patologias elvaltozasokrol. Az MRI képek felbontasa kortilbeliil 1

mm [47] (10. 4bra).
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T1-silyozott T2-sulyozott Nincs sulyozas

10. abra MRI képalkotasi modszerek

Az MRI esetében is alkalmaznak kontrasztanyagokat, amelyek novelik az egészséges
¢s a koros szovetek kozotti jelintenzitas kiillonbségeket. A kontrasztanyagok nem
tartalmaznak protont, lehetnek paramégnesesek (pl.: gadolinium(Ill), mangan(Il)),
amelyek a T; relaxacidos idot csokkentik jelentOsen, mig a szuperparamagneses ill.
ferromagneses tulajdonsaguak (pl.: vas(Il)) a T relaxaciés 1d6t. A gadolinium mérgezd
az emberi szervezet szamadra, igy csak kiilonb6z0 kelatorokkal képzett, nagy stabilitasu és
inert komplexeit lehet alkalmazni erre a célra. Kereskedelmi forgalomban kaphatd
Gd(1IT)-komplexek példaul a Dotarem (meglumin-gadoterat), a MultiHance (gadobénsav)
(11. abra).

o
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11. abra Néhany gadolinium-alapu kontrasztanyak szerkezete

A gadolinium tartalmu kontrasztanyagok gyakori felhasznaldsa soran megfigyeltek

egy sulyos mellékhatast, melynek sordn a komplexbdl kiszabadul6d szabad gadolinium
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sulyos immunreakciot valt ki, ami az 5%-ban halalos nefrogén szisztémas fibrézist (NSF)
okozza. Ez a mellékhatas foleg a veseelégtelenséggel kiizdo beteg esetén jelent nagy
kockazatot. Ennek elkeriilésére az utobbi évtizedekben intenziv kutatas figyelheté meg az
ujabb, nagy stabilitasu és inert Gd(IIT)-komplexek, valamint ezt a mellékhatast nem okozo

Mn(II)-komplexek fejlesztésének a teriiletén [48-49].

3.4 Targetalt radionuklid terapia

Napjainkban a nuklearis medicina egyik legdinamikusabban fejlédé aga a targetalt
radionuklid terapia (TRT) ¢és ezen belil a terdpias radiofémekkel jelolt
radiogyogyszereket fejlesztése. A terapids radiofémek sugarzasuk tipusa szerint harom
csoportba sorolhatok, vannak az alfa-, a béta- és az Auger-elektron-sugarzoé izotopok. (12.
abra) A kiilonboz6 izotopok bomlasa soran keletkezd ionizald részecskék energidjukat
mas ¢és mas tavolsagon beliil adjdk le kornyezetiiknek, tovabba az atadott energia
nagysaga is eltérd. Ez alapjan a kiilonb6zd ionizald sugarzasok egy tigynevezett lineéris
energia transzfer (LET) értékkel jellemezhetéek, ami megadja, hogy az ionizal6 részecske
adott tavolsag megtétele soran mekkora energiat ad le a kozegnek. A radionuklid terapia
tervezésekor figyelembe kell venni az izotopok jellemzodit, és kivalasztani az adott

rendszerhez legjobban ill6t.

Béta sugarzas Alfa sugarzas Auger emitter

LET: 0,2 KeV/um LET: 50-230 KeV/um LET: 4-26 KeV//um

12. abra Kiilonbozo tipusu radioaktiv sugarzasok hatasa a DNS-re

A legkisebb LET értékkel a béta-sugarzas rendelkezik, ami 4tlagosan 0.2 keV/pum.

Hatétavolsdga 0,05-12 milliméterig terjed, ez a legnagyobb a terdpiara hasznalt
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sugarzasok kozott és a kozepesen nagy tumorok kezelésére alkalmas. Kis attétek esetén a
béta-sugarzas karosithatja a kozeli egészséges sejteket is. A béta-bomlod izotdpok altal
leadott energia igen valtozatos lehet, 50-2300 keV kozotti.

Napjainkban a klinikai gyakorlatban a targetalt radioizotop terdpiat altalaban béta-
sugarzo radionuklidokkal végzik. Egyik legismertebb, ilyen tipusu izotdpot tartalmazod
Ezen kiviil az irodalomban beszamoltak mar ittrium-90 és jod-131 izotopokkal jelolt anti-
CD20 monoklonaris antitestek hasznalatarél, amelyekkel non-Hodgkin szindroma
izotdp, amit gyakran haszndlnak a human radionuklid terdpiaban. Az utobbi években két
radiogyogyszert is elfogadott az FDA, az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és
Gyogyszerligyi Hivatala a daganatos betegségek kezelésére. Az egyik ilyen molekula a
2018-ban engedélyezett Lutathera, azaz a [!”’Lu]Lu-DOTA-TATE (13. 4bra), amely egy
szomatosztatin  receptorhoz  kotddd  terdpids készitmény és a  bélrendszer
EMA, az Europai Gyodgyszeriigynokség 2008-ban ritka betegség elleni gydgyszernek
mindsitette a Lutatherat, majd 2018-ban engedélyezte a hasznalatat [51, 52]. Egy masik
ilyen készitményt, a Pluvicto-t, azaz a ['”’Lu]Lu-PSMA-617-et (13. 4bra) 2022
marciusadban engedélyezte az FDA. Ezt a radiogydgyszert olyan PSMA-pozitiv prosztata
daganatos betegek esetében alkalmazzak, akik nem reagalnak a hormon és a Taxan
kezelésre [53]. Mind a két vegyiilet peptidalapt radiofarmakon, amelyekben a
receptorokhoz kot6do, kis molekulatomegii peptidek radiofémet komplexald kelatorhoz,

DOTA-hoz vannak konjugalva.
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13. abra '’ Lu-jelzett radiogydgyszerek szerkezete

Nagyobb LET értékkel (4-26 keV/um) rendelkeznek az Auger-elektron-sugarzo
izotopok, amelyek bomlasakor keletkezd nagyszamu, kis energidji elektronok altal
megtett Gt csak nanométerekben mérheté (2-500 nm). Igy ezek az Auger-elektron
kaszkadot kibocsatd izotopok a rovid hatdtdvolsdguk miatt képesek nagy lokalis
sugardodzist leadni a bomlasuk helyének kozvetlen kozelében. Mivel azonban a kdrnyezo
egészséges sejtekben csak csekély mértékii karosodéast okoznak, ezért nagy irdntuk az
érdeklodés. Viszont kis hatotavolsdguk miatt a tumoros sejtek sejtmagjaban, a DNS
kozvetlen kozelében tudjak igazan kifejteni toxikus hatdsukat, ami azt jelenti, hogy oda
kell eljuttatni ezeket a radionuklidokat megfeleld vektormolekula segitségével. Ilyen
tipusu radioterapiaval kapcsolatban csak néhany klinikai vizsgalatot emlit az irodalom,
példaul a ['!'In]In-DTPA-octreotid radiofarmakont (14. dbra) hasznaltak szomatosztatin
receptor-pozitiv neuroendrokin tumorok kezelésére [54]. Ugyanakkor szamos preklinikai
kisérletrdl szamoltak mar be, amelyek sordn Auger-elektron-sugarzo izotopot tartalmazo

radiofarmakonokat alkalmaztak [55].

o)\/L// ﬁ\) N -
o

14. abra [ In]In-DTPA-octreotide szerkezete
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Példaul, in vitro vizsgilatokat végeztek a jod-123 izotoppal jelzett 5-['21]jod-4’-tio-
2’-dezoxi-uridinnel (['ZI]ITdU) HL60 leukémias sejteken [56], tovabba jod-125 jelzett
5-['?°1]j6d-2’-dezoxi-uridin (['*’IJIUdR) vegyiilet alkalmaztak radioizotopos terapiara
egy patkany glioma modell esetében, ami az egyik leghalalosabb agytumor [57]. (15.
abra) Mindkét radiofarmakon timidin analdg és a DNS szintéziskor épiilnek be a DNS-be
¢s igy képesek sejthaldlt indukdlni a tumoros sejtekben. Napjainkban az egyik
legigéretesebb Auger-elektron-sugarzé radiofém az antimon-119, amit szintén célzott

radionuklid terapidra javasolnak [58, 59].
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15. abra Jod-123 és jod-125 jelzett radiogyogyszerek szerkezete

A fent emlitett sugarzas tipusok koziil az alfa-sugérzas rendelkezik a legnagyobb LET
értekkel (50-230 keV/um). Az alfa-részecske egy két pozitiv toltéssel rendelkezd hélium
atommag, hatdétadvolsaga 50-100 pm (ez kevesebb, mint 10 sejt tdvolsagot jelent) és
energidja 5-9 MeV. Az alfa-sugérzas citotoxikus hatasat, a béta-sugarzassal ellentétben
nem befolyasolja a sejtek oxigénszintje és a sejtciklus. Az alfa részecskék kettds szala
DNS torést okoznak, amelyek nehezebben javithatok a béta-sugérzas altal okozott
karosodéasoknal [60].

Targetalt radionuklid terapiara alkalmas, alfa-sugarzo izotop a bizmut-213, aminek az
eldallitasa aktinium-225 generatorral torténik [61]. Az aktinium-225 anyaelem torium-
229 generatorbdl nyerhetd, melynek felezési ideje 7397 év, igy hosszl tdvon biztosithatja
az aktiniumtermelést. A bomlési sor az urdn-233 izotoppal kezdédik, amelybdl 6 alfa- és
3 béta-bomlas utan bizmut-209 keletkezik (16. abra). Az aktinium-225 felezési ideje 9,9
nap, ennek megfelelden egy generatort 3-4 hétig lehet hasznalni, de mivel 2 6rdnként lehet

eludlni, ezért naponta tobb beteg vizsgalata valosulhat meg. A bizmut-213 felezési ideje
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45,6 perc, az alfa-bomlasanak energidja 5.9 MeV (2%), béta-bomlasanak (98%) energiaja
435 keV. Ezen kivil a bizmut-213 izotop bomlasat egy 440 keV energidju gamma-
sugarzas is kiséri, amely SPECT képalkotasra alkalmas. Béta-bomlas soran rovid felezési
ideji polonium-213 keletkezik, mely alfa-bomlassal polonium-209 izotoppa alakul (ti2 =
3.72 ps, 8.4 MeV) [61]. Preklinikai és fazis 1. vizsgalatokban mar bizonyitottdk a >!*Bi-
jelzett radiogyogyszerek hatékonysagat melanoma ([*!*Bi]Bi-h8C3 antitest [62]), glioma
([*"*Bi]Bi-DOTA-substance P [63]) és leukémia ([*!*Bi]Bi-HuM195 [64]) kezelése soran.

16. abra Bizmut-213 bomlasi sora torium-229-t6l kezdve
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3.5 A kutatds soran megvalositott radiogyogyszer fejlesztések hattere

3.5.1 Radiofém alapu radiofarmakonok szerkezete

A radioizotopot felhasznald orvosi képalkotd eljardsok radioaktiv nyomjelzésen
alapulnak. A modszer 1ényege, hogy a patologias folyamatban résztvevd biologiailag
aktiv molekulat (pl. peptidet, fehérjét) radioaktiv izotoppal jelzik, majd az igy eldallitott
radiogyogyszer sorsat tanulmanyozzak az ¢élészervezetben és meghatarozzak, hogy mely
szervekbe, szovetekbe jut el, milyen mértékben akkumulalodik ott és hogyan {iriil ki a
szervezetbol [65].

A radiofém alapt radiogydgyszerek eldallitdsa sordn a radioaktiv fémizotdp
biomolekuldhoz valé kapcsolasanak legmegbizhatobb moddja, ha a fémiont egy bifunkcios
kelatképzdével (BFC) komplexaljuk. Ez a ligandum két fontos feladatot 14t el, egyrészt
képes koordindlni az adott fémiont termodinamikailag stabil és kinetikailag inert
formaban, masrészt funkcids csoportja révén stabil kovalens kotést alakit ki a bioldgiai
célponthoz specifikusan kotédé vektormolekuldval (pl: peptiddel, monoklonalis
antitesttel). Az ilyen tipusu radiogydgyszerek altaldban egy ugynevezett linkert is
tartalmaznak, amely Osszekdti a komplexképzd részt és a bioaktiv fragment, tovabba
farmakokinetikai modositoként is szolgal. Példaul a polietilénglikol (PEG) lanc ndveli a
radiofarmakon vizoldhatdsagat, mig az alifas lanc noveli a lipofilitdsat. Az 17. abra egy

radiogyogyszer sematikus szerkezetét mutatja be [66].

Bifunkcids kelator

Kotéhely

Célzottsejt

Linker
Biologiailag aktiv rész
o Radioaktiv fémizotop

17. abra Radiofém alapu radiofarmakonok sematikus abrdja
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A megfeleld ligandum kivalasztdsa dontd fontossdgu a radiofarmakon stabilitasanak
szempontjabol és nagymértékben fligg a komplexalando fémiontol. A komplex stabilitasi
vizsgalatai soran meg kell hatarozni az esszencialis fémionok (példaul Cu®’, Zn>" stb.)
altali fémcsere vagy az endogén ligandumok, példaul transzferrin éltali ligandumcsere
lehetdségét is, amelyek in vivo koriilmények kozott is eldfordulhatnak. Ezek a vizsgalatok
azért is fontosak, mert a radiokomplex radionuklid vesztése amellett, hogy radiotoxicitast
okoz az egészséges szovetekben, rossz képmindséget is eredményez [67].

A rovid felezési idejli radiofémmel torténd jelzés esetén kiemelten fontos, hogy
gyorsan ¢és lehetoleg kis hémérsékleten (,,lagy” koriilmények kozott) menjen végbe a
komplexképzddés. A gyakorlati felhasznalds szempontjdbdl eldnyds, ha a jeldlendd
vegyiilet eldallitdsa kdnnyen megvaldsithato €s a radiojelzés egyszeriien kivitelezhetd. A
biologiailag aktiv molekularész célzott receptorhoz vald, minél szelektivebb kotodése,
azért is fontos, mert igy a nem targetalt sejtek, szovetek sugarterhelése kisebb lesz.
Tovabba, a vektormolekula biologiai felezési idejének Osszhangban kell lennie a
radioizotop felezési idejével, ez alapjan effektiv felezési iddvel is jellemzik a
radiogyogyszereket. Ezen kiviil, in vivo koriilmények kozott ennek a résznek is stabilnak
kell lennie. Ez azt jelenti, hogy ellenallonak kell lennie a kiilonb6z6 enzimek hatasara
bekovetkezd degradacionak az ¢€ldszervezetben, mert ellenkezd esetben elvesziti a

specifitasat a radiofarmakon.

3.5.2 Ligandumok

Az el6z0 fejezetben leirtaknak megfelelden a radiofém alapt radiogyodgyszerek fontos
szerkezeti eleme a ligandum, aminek a feladata az adott fémizotop koordinalasa. A
ligandum, tgynevezett donoratomot vagy donoratomokat tartalmaz, melyek révén képes
komplexalni a kozponti atomot, azaz a fématomot. A donoratom lehet nitrogén, oxigén,
foszfor, kén és szén, vagy néha valamilyen masik fémion.

A lingandumok komplexképzd tulajdonsagai eltéréek. A fémkomplex klinikai
felhasznalhatdsaga szempontjabdl fontos meghatarozni a komplex képzddési kinetikajat,

termodinamikai stabilitasat, kinetikai inertségét és in vivo stabilitdsat. A képzOdési
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kinetika tanulmanyozasa soran azt vizsgaljak, hogy milyen gyorsan képzddik a komplex
a kiilonb6z6 reakciokoriilményeket kozott.

A radiofém komplexalasa soran figyelembe kell még venni az adott izotop felezési
idejét és ahhoz képest kell megvalasztani a reakcioidot. A megfeleld reakciohdmérséklet
meghatarozasa is fontos, mert a biologiailag aktiv molekuldk egy része héérzékeny (pl:
fehérjék, antitestek), ezért til magas homérsékleten tonkremehetnek és igy elveszithetik
specifikus kotodésiiket a bioldgiai célponthoz [68].

A kinetikai inertség vizsgalata szintén elengedhetetlen, mivel in vivo koriilmények
kozott a radiofarmakon nagymértékben higul, igy az egyensuly a bomlas irdnyba tolodik
el és amellett fémion- vagy ligandumcserével is szdmolni kell. A komplex in vivo
stabilitdsat preklinikai vizsgalatok sordn egészséges, vagy tumoros dallatokban
tanulmanyozzak. A biodisztribuciés vizsgalatok sordn megfigyelhetjiik, hogy a
radiofarmakon mely szervekben dusul, valamint milyen uton tavozik a szervezetbdl.
Tovabba megallapithatjuk azt is, hogy a kiiiriilt molekula megegyezik-e az eredeti
fémkomplexszel, vagy degradalodott-e a vizsgalat soran.

A ligandumokat tobb modszer alapjan lehet csoportositani, példaul méretiik, toltéstiik,
szerkezetiik, a donoratomok mindsége és a kialakuld koordinacios kotések szama szerint.
Az utdbbi szerint két f6 csoportra lehet osztani a komplexképzd molekulédkat, mono- és
polidentat ligandumokra. Az orvosi alkalmazasok soran féleg polidentat ligandumokat
tartalmazo fémkomplexeket hasznalnak. Jellemzd ezekre a ligandumokra, hogy kettd
vagy annal tobb donoratommal rendelkeznek, amelyek révén kettd vagy tobb koordinativ
kotéssel kapcsolodhatnak a kozponti fématomhoz. A polidentat ligandumokat
csoportosithatjuk aszerint, hogy nyiltlanctiak vagy makrociklusosak. Nyiltlancu
ligandumok esetében csak kelatképzddés kozben zar gytiriit (5- vagy 6 tagu kelatgytiriik
a leginkabb stabilisak) a ligandum a fémmel, mig a makrociklusos vegyiiletek esetében a
ligandum gytlirlis szerkezetli és ebbe a gylirlibe il bele a fématom. A nyiltldncu
lingadumok egyik képviseldje az oxalsav, ami két karboxilatcsoportja révén kapcsolodik
a kiilonbozd fémionokhoz. A nyiltlanct ligandumok legismertebb tagja az etilén-diamin-
tetraecetsav (EDTA) (18. abra). Az EDTA hatfogu ligandum és a legtobb fémionnal
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gyorsan képez komplexet, ezért elterjedten alkalmazzak olyan teriileteken, ahol
fémionokat kell eltdvolitania a rendszerbdl, vagy legalabbis megkotni (maszkirozni).
Masik széleskorben alkalmazott nyiltlinci kelator a nyolcfogu dietilén-triamin-
pentaecetsav (DTPA) (18. abra). Felhasznalési teriilete az EDTA-hoz hasonld, valamint a
nukledris hulladék kezelésében is fontos szerepet jatszik. 2004-ben az FDA
gyogyszerként fogadta el a kalcium és cink sojat, mely alkalmas plutoniummal és
cirkdniummal kontamindlt paciensek gyogyitasara. A gadoliniummal alkotott komplexét
MRI kontrasztanyagként alkalmazzdk mar a nyolcvanas évek kozepétdl. A nyiltlanct
ligandumok gyors képzddési kinetikdval rendelkeznek, igy a komplexképzddés kis
hémérsékleten is gyorsan végbemegy. A DTPA galliummal alkotott komplexének log K
érteke 20,27, bizmut komplex esetében ez az érték 27,90, mig szkandium komplex

esetében 23,10 [69].
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18. abra Néhany gyakran hasznalt amino-polikarboxilat ligandumok szerkezete

A kelatorok masik tipusat a makrociklusos ligandumok alkotjak. Ezek koziil a
legelterjedtebbek az oxigéntartalmi koronaéterek vagy nitrogéntartalma aza-
makrociklusok. A legismertebb képviselojiik a 2,2'2"2"(1,4,7,10-
tetraazaciclododekén-1,4,7,10-tetrail)tetraecetsav, azaz a DOTA (18. 4abra). A
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makrociklus négy nitrogénatomja és az oldallanc négy karboxildtcsoportja révén tud
koordinalddni a fémionokhoz, azaz 6sszesen nyolc (oktadentat) kotohellyel rendelkezik
¢s ezért a nagy koordinacids szammal rendelkezd fémeket is képes teljes mértékben
,beburkolni”. A nyiltlanci ligandumokhoz képest a makrociklusos komplexképzok
alkalmazasa soran daltaldban magasabb hémérséklet sziikséges a komplexképzddés
felgyorsitasahoz. Ugyanakkor a DOTA komplexek log K stabilitasi allandoi is nagy
értékek, mivel érvényesiil a kelateffektus mellett a szintén stabilitds novekedést
eredményez6 un. makrociklusos effektus. Példaul gallium(IIl) esetén 21,3, bizmut(III)
esetén 30,3 és szkandium(III) esetén 27 a log K érték, jelezve a stabilitas novekedést a
szintén nyolcfogi DTPA-hoz képest [70]. Altalanosan is elmondhaté, hogy a
makrociklusos ligandumok komplexei nagyobb log K értékkel jellemezhetdek a
nyiltldincu ligandumok komplexeihez képest. A DOTA széles korben alkalmazott
makrociklusos kelator, mivel nagyon sok fémmel képez stabil komplexet. Gadolinium
komplexét hasznaljadk MRI kontrasztanyagként, ezen kiviil szarmazékait elterjedten
alkalmazzak koliinb6zé radiogyogyszer molekuldkban, példdul prosztatardk, vagy
koz¢ tartoznak még a piklén makrociklus szarmazékai is. Ezek egy vagy két piridin gyurtt
is tartalmaznak, melyek merevitik a makrociklus vazat. Egyik legismertebb képviseldjiik
a 3,6,9,15-tetraazabiciklo[9.3.1]pentadeka-1(15),11,13-trién-3,6,9-triecetsav  (PCTA)
(18. abra). A DOTA ligandumhoz hasonléan szamos fémionnal stabil komplexet képez,

de ezek képzddése gyorsabb, viszont altaldban kevésbé inertek [71].

3.5.3 Polioxopalladat komplexek, mint fémkoté ligandumok

A polioxopalladatok (POP) a polioxometalatok (POM) egyik legdinamikusabban
fejlédo alosztalyat képezik, melynek mara mar tobb mint 70 tagja van [72]. A klasszikus
POM-ok jellegzetessége, hogy atmenetifémionok  taldlhatok  benniik, ¢és
tulajdonsagaikban jelentdsen eltérnek a  fOcsoportbeli atomokat tartalmazé
polioxoanionoktol, példaul a szilikatoktol, polifoszfatoktol. A POM-okban el6forduld
magas oxidacios allapoti atmenetifémiont centrumnak (M) nevezik, ami lehet példaul

molibdén(VI), wolfram(VI), vagy vandanium(V). A fémcentrumhoz oxocsoportok (0%)
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koordindlodnak, az igy létre jovO atmenetifém-oxid egységek kozds oxigénatomokon
keresztiil Osszekapcsolodnak, ezaltal egy haromdimenzids szerkezetli polioxoanion
képzédik. A POM szerkezete az adott fém koordindcios szféraja szerint alakul ki,
amelyben az oxocsoportok terminalis és hid pozicioban is elhelyezkedhetnek. Ha egyféle
fémcentrum taldlhato a POM-ban, akkor izopolisavrol ([MnOy]?") beszéliink, ha mas
atmeneti fémion, vagy fOcsoportbeli atom anionjai is eléfordulnak a komplexben, akkor
heteropolisavrol ([X:MnOy]%", ahol z < n) beszéliink. Az eltéré fématomot heteroatomnak
nevezziik és 4ltaldban a POM szimetriacentrumaban helyezkedik el. A POs>, az SO+, és
az SiO4* anionok fordulnak eld gyakran a heteropolisavakban, amelyek templald
csoportok is.

A POM-ok mar régota ismert vegyiiletek és viszonylag egyszertien kivitelezhetd ’one-
pot’ reakcidoban allithatok eld. Ennek ellenére, a képzdodésiikhoz vezetd kelathatason
alapul6, oOnszervezddd aggregacios folyamatok részletei nem ismertek. Ezeknek a
folyamatoknak a felderitésére egyre elterjedtebben alkalmazzdk a multinuklearis NMR
vizsgalatokat és a nagyfelbontasi tomegspektroszkopiat. A hidratacios-kondenzacids
folyamatok soran keletkezo POM-ok szerkezete fligg a fémcentrumtol, annak szamatol,
koordinacids szférajatdl és természetesen az eldallitds koriilményeitdl, azaz a
koncentracioktol, a pH-tol és a homérseklettdl is. Tovabba a heteropolisavak esetén a
beépiild vendég fémion és a feddcsoport kémiai mindségétdl és tulajdonsagaitdl. Ennek
megfelelden valtozatos szerkezetii POM-ok alakulhatnak ki, amelyek lehetnek példaul
kobos, csillag, oktaéderes szerkezetliek.

Ennek megfelelden a POM-ok felhasznalasi teriilete is szertedgazd, hasznaljdk oket
katalizatorként, de egyes tipusoknak vannak antiviralis és -bakterialis hatdsai is [73, 74].
Egyik jelentés képviseldjiik a [P2W1s0s2]% komplex, amit a krisztallografias vizsgalatok
soran riboszomak nagy felbontdsu szerkezetmeghatarozdsara hasznéltak markerként és

ezért a kutatasért 2009-ben Nobel-dijat adtak [75].
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19. abra POP szerkezetek [71]: A: Kobés szerkezetii; B: Csillag szerkezetii;
Kék: bizmut, zold: palladium, piros: oxigén, fehér: szén, ciankék: arzén, magenta:

foszfor,

hidrogének nincsenek jelolve az abran a jobb atlathatosag érdekében

A 2000-es évektol kezdve szamos olyan POM-ot allitottak eld, amelyek nemesfém-
oxoanionok. Ilyenek példaul a polioxopalladatok, polioxoplatinatok és polioxoauratok.
Kortz és munkatarsai jelentds eredményeket értek el a polioxopalladatok eldallitasnak
terén [72]. A polioxopalladatokban (POP) Pd(I]) ionok vannak (szemben a POM-ok nagy
oxidacios allapoti fématomjaival), igy mindenképpen sziikség van feddcsoportra. Ezek a
kovetkezok lehetnek: arzenat, foszfat, szelenit, fenil-arzenat, fenil-foszfat és acetat.
Ilyenkor a siknégyzetes Pd(I1)O4 egységekbdl a feddcsoportok jelenlétében kontrollalt
hidrolizis-kondenzéacids folyamatok révén diszkrét, tobbmagvu Pd(I1)-oxoanionok
keletkeznek vizes oldatban. A POP-ok esetében is lehetdség van arra, hogy a Pd(I1)O4
kalitka belsejébe egy vendég fématom ¢€piiljon be. Ilyen atomok lehetnek fécsoportbeli
kationok, lantanoida és atmeneti fémionok is. Ezek mérete és koordinacids szama is

jelentdsen befolyasolja a keletkezd POP-ok szerkezetét és tulajdonsagait.
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Elméleti szdmitdsokkal meg lehet tervezni egy POP molekula szerkezetét és
tulajdonsagait, ezért is olyan nagy a tudomanyos érdeklddés ezek irant a vegytiletek irant.
A POP-ok szilard allapotban, oldatban (vizes és szerves kozegben egyarant) és
gazfazisban mutatott kivald stabilitdsa teszi lehetdvé, hogy homo- ¢és heterogén
katalizisben katalizatorként alkalmazzak Oket. Tovabba oOriasi potencial rejlik benniik az
atomrol atomra torténd nanoszerkezetek eldallitasara. Ezen kiviil, ha a fedécsoport olyan
fenil-arzenat, vagy fenil-foszfat csoport, amely megfeleld funkcids csoporttal, példaul
karboxil vagy azido csoporttal szubsztitualt [76], akkor a POP elméletileg biologiailag
aktiv molekuldhoz (pl. peptid, fehérje) is kapcsolhatova valik.
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20. abra Feddcsoportok hatdsa a polioxopalladat komplexekre [76]

Ujabban arra is iranyultak mér kutatdsok, hogy olyan POP-ot allitsanak el6, amelyben
a vendégfém egy radioaktiv fémion. Gott és munkatarsai 2019-ben publikaltak eldszor
radioaktivan jelzett POP komplexrdl, amelyek radium-224 és barium-133 izotopot
tartalmaztak [77]. A kisérleteik sordn olyan POP komplexeket sikeriilt 1étrehozniuk,

amelyek a radioaktiv izotop mellett tartalmaztak a fémion nem radioaktiv izotdpjat is.
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3.5.4 Tumorhipoxia detektalasara alkalmazhat6 radiofarmakonok

A hipoxias tumorsejtek kimutatdsa altaldban nitroimidazol csoportot tartalmazo
radiofarmakonnal torténik a nukledris medicinaban. A sejtekben a nitroreduktdz enzim
redukalja a molekula kettes helyzetében talalhato nitrocsoportot (NO2), igy el0szor szabad
gyOkanion, majd hidroxil-amin képzdédik. Oxigén jelenlétében ezek a reakciok
reverzibilisek, viszont hipoxias koriilmények kozott a redukciod tovabb folytatodik és a
képz6dd amino szarmazék mar nem tud visszaoxidalodni, hanem irreverzibilisen kotodik
az intracellularis makromolekuldkhoz. Igy a 2-nitroimidazol-alapt radiogyogyszer a

hipoxias sejtekben dusul és alkalmas a hipoxias tumorok kimutatdséara (21. dbra) [78].

Hajszalér i i Intracellularis tér

................. - Hypoxia

Nitroreduktaz enzim

R-NO, === R-NO, e R-NO,™ &R-NHOH —»( Makromolekulikhoz
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21. abra 2-nitroimidazol-alapu radiofarmakon miikodésének molekularis alapja tumor

hipoxiaban [78]

Klinikai alkalmazas szempontjabol legjelentésebbek a fluor-18 izotdppal jeldlt
nitroimidazol szarmazékok. Ezekben a kis molekuldkban a nitroimidazol részhez egy
oldallancon keresztiil kapcsolodik a fluor-18 izotop. Kozos jellemzdjiik, hogy lipofil
karakteriik miatt lassan iiriilnek ki a szervezetbdl, ami jelentdsen rontja a PET felvétel
kontrasztjat, azaz a mindségét. Eldnyiik viszont, hogy atjutnak a vér-agy gaton, igy az
agyi tumorok hipoxiajat is lehet vizsgalni veliik. Ilyen farmakonok pl. a ['®F]F-
fluoromizonidazol (['*FIMIZO) [79], 1-(5-dezoxi-5-['®F]-fluoro-a-D-arabinofuranozil)-
2-nitroimidazol (['*F]JFAZA) [80], ['®F]F-fluoroeritronitroimidazol ([!*FJFETNIM) [81]
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és a ['®F]F-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(2,2,3,3,3-['"*F]pentafluoropropil)-acetamid
(['*FIEFS5) [82, 83] (22. 4bra).
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22. abra ’F- és '¥I-jelzett tumorhipoxia detektalasdra hasznalhaté radiogydgyszerek

A [FJFAZA j6d-124 jelzett analégja a 1-(5-dezoxi-5-['**I]jodo-a-D-
arabinofuranozil)-2-nitroimidazol ['*I]JIAZA (22. 4&bra), ami hozzd hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkezik, de elérhetésége limitalt. A ['®F]JFAZA-nak jobb a
biokinetikai tulajdonsaga, mig a jodozott szarmazék esetében nagyobb a radiofarmakon
tumor/izom megoszlasi hanyadosa [84].

Tumorhipoxia detektalasara alkalmas még a pozitron-sugéarzoé réz izotopokkal (*°Cu,
61Cu, %2Cu and %Cu) jelzett diacetil-bis(N-metiltiosemikarbazon) is (ATSM) [85]. (23.
abra) Ezek a jelzett vegyiiletek jobb farmakokinetikai tulajdonsagokkal rendelkeznek a
8F_jelzett radiofarmakonokhoz képest, mivel hidrofilebbek. Ennek megfeleléen
gyorsabban triilnek ki a normoxias sejtekbdl, igy magasabb tumor/izom arany érhetd el
alkalmazasukkal. A réz izotopok koziil réz-64 hosszabb felezési ideje és kedvezd
nuklearis tulajdonsagai miatt a %*Cu-jelzett ATSM molekula a legigéretesebb
radiogyogyszer [86]. Ez az izotop nem csak PET képalkotasra alkalmas, hanem terapidra
is [87], de sajnos a réz-64 izotop hozzaférhetdsége limitalt, mivel a targetanyag, amibdl
ciklotronban el lehet allitani draga, ami hatraltatja hasznélatanak széles korben torténd

elterjedését.
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23. dbra [**Cu]Cu-ATSM szerkezete

Nitroimidazolt tartalmaz6 radiofarmakonok harmadik csoportjat a bifunkcios kelatort
tartalmazo vegyliletek alkotjak, amelyek féleg gallium-68 izotdépot komplexalnak.
Ezekben a molekuldkban a komplexképzd egy linker molekulan keresztiil kapcsolodik a
nitroimidazolhoz. Ezek a radiogyogyszerek hidrofil jellegliek és kis log P értékkel
jellemezhetéek. Ez azt jelenti, hogy gyorsan iriilnek ki az egészséges sejtekbdl, ami
magas tumor/izom ardnyt eredményez a PET felvételeken, de ugyanakkor nem elég
lipofilok ahhoz, hogy atjussanak a vér/agy gaton, ezért nem alkalmasak agyi tumorok
vizsgélatara. A gallium-68 izotop komplexalasara leggyakrabban alkalmazott kelatorok a
makrociklusos DOTA ¢és a NOTA (2,2',2-(1,4,7-triazaciklononan-1,4,7-triil )triecetsav).
Hoigebazar ¢és munkatarsai ezen komplexképzdk kiillonb6z6 szdrmazékainak a
felhasznalasaval allitottak eld négy 2-nitroimidazol szarmazékot, nevezetesen a [*3Ga]Ga-
DOTA-NI-t és a [**Ga]Ga-DOTA-SCN-NI-t [88], valamint a [**Ga]Ga-NOTA-NI-t és a
[%¥Ga]Ga-NOTA-SCN-NI-t [89]. (24. abra) A vegyiileteket gallium-68 izotoppal jeldlték
és az elvégzett preklinikai vizsgalatok alapjan az eléallitott radiofarmakonok alkalmasak

voltak a tumorhipoxia kimutatasara.
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24. abra Gallium-68 jelzett nitroimidazol alapu radiofarmakonok

Seelam és munkatarsai a 3,3".3”-(((1,4,7-triazonan-1,4,7-
triil)tris(metilén))tris(hidroxifoszforil)))tripropansav (TRAP) ligandum felhasznalasaval
kifejlesztettek egy multivalens 2-nitroimidazol szarmazékot, a [**Ga]Ga-TRAP-NI-t [90]
(25. abra).
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25. dbra [**Ga]Ga-TRAP-NI
A kutatok a fent emlitett molekuldk radiojelzésére gallium-68 izotopot alkalmaztak,

igy felhasznalasuk csak olyan PET centrumban lehetséges, ahol $*Ge/*®Ga generator vagy
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ciklotron talalhat6, mivel a gallium-68 izotop kicsivel tobb, mint egy oras felezési ideje

nem teszi lehetévé a ®3Ga-jelzett radiogyogyszer szallitasat.

3.5.5 Malignus melanomaban alkalmazhat6 radiofarmakonok

Napjainkban a klinikai gyakorlatban a melanoma tumor kimutatdsiban még mindig a
['®F]FDG a leggyakrabban alkalmazott radiogydgyszer, ami ki tudja mutatni nemcsak a
primer tumorokat, hanem a nagyobb metasztazisokat is.

A pontosabb diagndzis érdekében az elmult években ujabb radiofarmakonok jelentek
meg, melyek még nem terjedtek el a klinikai diagnosztikaban, de mivel receptor-ligand
kolcsdnhatason alapulnak, ezért specifikusabb radiogyogyszerek az ['*FJFDG-hez képest.
Ilyen tipusu vegyiiletek példaul, a melanint targetalé radiofarmakonok. Ebbe csoportba
tartoznak a kiilonb6z0 benzamid szarmazékok. Az elsoként kifejlesztett ilyen tipust
radiofarmakon a N-[2-(dietilamino)etil)]-4-['*’I]iodobenzamid ([!*’I]I-BZA) volt [91]
(26. 4abra). A radiojelzett benzamid szarmazékok szabadon tudnak 4thaladni a
sejtmembranon és nagy affinitdssal kotédnek a melaninhoz, ami magas tumorfelvételt és
tumor-hattér aranyt eredményez. Ezekre a vegyiiletekre azonban gyakran lassa
hepatobiliaris kitirtilés jellemzd, ami potencialisan csokkenti a maj- és vékonybél-
metasztazisok kimutathatdsagat.

A nikotinamid és a pikolinamid olyan benzamid analogok, amelyek jobb
farmakokinetikaval rendelkezik az eredeti molekulanal. Ezért ezeknek a vegyiileteknek is
szamos radiojelzett szamazékat Allitottdk mar eld, és alkalmaztak melanoma
detektalasara. Irodalombol ismert egyik nikotinamid szarmazék példaul a N-[2-
(dietilamino)etil]-6-["*F]fluoro-nikotinamid (['*F]F-MELO050) [92] (26. &bra), mely
preklinikai vizsgalatok soran jobbnak bizonyult az ['*F]JFDG-nél a primer tumor, valamint
a tidoattétek kimutatdsa soran. Igéretes radiogyogyszer jeldlt az 5-['*F]fluoro-N-[2-
(dietil-amino-etil]pikolinamid (5-['"*F]FPN) [93] (26. abra), mely szintén jobb képalkotd
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint az ['*F]FDG, mivel esetében a tumor/hattér arany 10-
szer nagyobb, tovabba a kisméretl tiiddattétek is kimutathatok vele (1-2 mm), hatranya
viszont a nagy majfelvétel. A kutatok ezt a problémat a radiofarmakon pegilalasaval
probaltak kikiiszobdlni. Az eldallitott ['®F]F-PEGs-FPN pegilalt verzio [94] (26. 4bra)
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mar kisebb majfelvétellel rendelkezett, ezért a madj- és tiidometasztazisok detektalasara is
alkalmasnak bizonyult. A 5-['®F]fluoro-N-[2-(dietil-amino-etil]pikolinamidot, ['*F]F-
P3BZA néven klinikai vizsgélat soran is alkalmaztak mar [95], melynek soran kozel
kétszer nagyobb tumorfelvételi értékeket mutatott, mint az ['SF]JFDG.
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26. abra Melanin targetdlo radiofarmakonok szerkezete
A masik csoportot alkotjak a MC1R receptorhoz kot6do radiofarmakonok, ide tartozik
a vizsgalatainkhoz referencia vegyiiletként alkalmazott %*Ga-jelzett DOTA-NAPamid is
[16] (27. abra).
A szakirodalomban csak néhdny radiofarmakonrol olvashatunk, amelyet a melanoma
izotoppal jelzett DOTA-MCIRL radiofarmakon [96] (27. &bra), ami szintén a MCI1R
receptorhoz kotddik szelektiven. Ez a radiojelzett komplex az elvégzett vizsgalatok

alapjan hatékonynak bizonyult a kezelt allatok élettartalmanak meghosszabbitasaban.

39



H2N NH

HN/\

H
)k \)k N
NHZ
coo \H
HN
7\ _
68Ga-jelzett DOTA-NAPamid o N N ‘|3——°
R o---(--.ﬂg‘e.—a';.--]--o
(e} o] 1 )
?". LSW
/_\‘ \ ) 0Z v ‘:_/
Ny -0 0—¢
Jo S 25pc2e 7| A
N T~ -0 o

A jlzet DOTAMCIRL  HN N,
27. abra MCIR receptor targetalo radiofarmakonok szerkezete
Megfigyelték, hogy a [*>Ac]Ac-DOTA-MCIRL mir egyetlen kezelés alkalmaval is
gatolta a tumor €s a metasztazisok novekedését az egerek uvedlis melanoméjanak
kezelésekor, valamint az in vivo vizsgalatok soran a MCI1R-pozitiv sejtekben és a
kivalaszto szervekben dusult, ugyanakkor alacsony toxicitast mutatott a nem targetalt
sejtekben, szovetekben [96].
Tovabba preklinikai vizsgalatokat végeztek béta-sugarzo6 terbium-152 és szamarium-
153 jelzett 9.2.27 melanoma monoklonaris antitesttel (MAb) [97]. Ezen kiviil
beszamoltak mar az alfa-sugarz6 bizmut-213 jelzett cDTPAa-MADb 9.2.27 radiofarmakon

felhasznalasaval végrehajtott targetalt immunterapiardl. A radioterdpids vizsgalat soran
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melanoma xenograftjait vizsgaltdk meztelen egereken és a radiogyogyszer ebben az

esetben is sikeresen megallitotta a tumor névekedését a kezelés soran [98].

3.5.6 Radiogyogyszerek farmakokinetikai tulajdonsdgainak modositasa albumink6td
egység beépitésével

A kis molekulaju hidrofil radiogy6gyszerek nagyon gyorsan iirlilnek ki a szervezetbdl,
ami a tumorok kis radiofarmakon-felvételét eredményezheti. Az ilyen tipust
radiofarmakonok rovid biologiai felezési idejének kikiiszobolésére tobb modszer 1étezik,
az egyik lehet6ség, amikor egy albuminkotd egységet kapcsolnak a molekulahoz. Az
albumink6té egység beépitése noveli a molekuldk keringési idejét a véraramban és ezaltal
noveli a tumor radiofarmakon-felvételét, valamint csokkentheti a vese és a mij
sugarterhelését, azaz javithatja a radiogyogyszerek farmakokinetikai tulajdonsagait is.

A human albumin a legnagyobb mennyiségben megtalalhato fehérje az emberi vérben,
tomege koriilbeliil 67 kDa és a biologiai felezési ideje 19 nap. A vérplazmaban 50 mg/mL
koncentracioban van jelen és segiti a vér pH értékének a bedllitdsat, valamint a normal
vérnyomas fenntartasat. A vérben 1évo albumin folyamatosan kicseréldédik az endotélen
keresztiil az extravaszkularis térben 1€v6 albuminnal, igy transzport folyamatokat is ellat.
Fémion kotdhellyel is rendelkezik, ezen kiviil gydgyszerhatéanyagoknak és azok
metabolitjainak szallitasat is végzi [99].

A molekulék egy része reverzibilisen, nem kovalens kétéssel kotddik az albuminhoz,
ezért folyamatosan képesek visszakeriilni a véraramba és igy hosszabb ideig tudjak
kifejteni a hatasukat a szervezetben. A keringési id6 novelésére albuminkotd egységként
a kis molekuldk koziil a p-jod-fenil-butdnsavat alkalmazzdk elterjedten. Ennek a
molekuldnak a konjugalasaval eldszor 2009-ben Triissel és munkatarsai novelték
sikeresen !'?’I-jelzett antitest fragmentek keringési idejét [100]. 2013-ban Miiller és
munkatdrsai egy '’’Lu-jelzett folsavalapi radiogyogyszer (28. abra) szintézise sordn
alkalmaztdk ezt a kémiai modositast, amellyel folat receptor targetalt radioterapiat

valositottak meg [101].
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28. abra [ Lu]Lu-cm09 radiogyégyszer szerkezete

A preklinikai vizsgalat soran a ['"’Lu]Lu-cm09 radiofarmakon tumorfelvétele
kétszerese volt az albuminkotd egységet nem tartalmazd referencia vegyiilet
tumorfelvételének, valamint a vese radiofarmakon-felvétele is 30%-kal kevesebb volt
['""Lu]Lu-cm09 esetében.

Ennek analdgjara tobb prosztatarak kezelésére alkalmas PSMA szdrmazék esetén is
vizsgaltak p-jod-fenilbutdnsav egység bevezetésének a hatdsat [102]. A tesztelt
radiofarmakonok kozott a ['"’Lu]Lu-PSMA-ALB-02 (29. 4bra) tumorfelvétele
kivételesen magas volt 24 6raval az injektalds utan. A radiogyogyszer tumor-vér aranya

~176-nak adddott, mig a vese felvétele alacsonyabb volt a tobbi szarmazékhoz képest.

29. abra [’ Lu]Lu -PSMA-ALB-02
Egy masik PSMA szarmazék, nevezetesen a [>>Ac]Ac-PSMA-DA1 [103] (30. 4bra)

esetében az albuminkotd egységgel megndvelt hosszabb biologiai felezési id6 jelentdsen
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javitotta a radiofarmakon hatékonysagat. A jelzett vegyiilet keringési idejének a novelése
azért is volt fontos, mert az alfa-sugarzo aktinium-225 izotop felezési ideje 10 nap, €s igy

a nagyobb tumorfelvétel miatt megndvekedett a citotoxikus hatésa.
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30. abra [225Ac]Ac-PSMA—DAI radiogydgyszer

A radiojelzett fibroblast aktivacios fehérje inhibitor (FAPI) is egy gyorsan kiiiriil6
kinolinalapu radiofarmakon, azonban albuminkoté egységgel kombinalva mar alkalmassa
tehetd radionuklid terdpidra. Ennek vizsgdlatdra Ding és munkatérsai [104] négy p-jod-
fenilbutdnsav egységgel rendelkezd FAPI-t allitottak eld, amelyeket gallium-68, ittrium-
90 ¢és lutécium-177 izotopokkal jeldltek. A lutécium-177-tel jeldlt vegyiiletek koziil a
[177Lu]Lu-TE-FAPI-O4 radioligand (31. 4bra) bizonyult a legalkalmasabbnak a FAP-

cres

31. abra '’ Lu]Lu-TE-FAPI-04 radifarmakon szerkezete
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Gyakran hasznalt albumink6té egység még a mirisztinsav, amely egy 14 szénatomos
zsirsav. Ha az inzulint ezzel a molekulaval modositjuk, akkor 2-10-szer lassabban Tiriil ki
a szervezetbdl, mint a human inzulin [105].

A gadolinium alapi MRI kontrasztanyagok kozott is talalkozhatunk albumink6td
egységet tartalmaz6 vegyiilettel, példaul a Vasovistban (korabban MS325, gadofosveset)
[106] (32. 4bra) a 4,4-difenil-ciklohexilcsoport az albumink6td egység, amire szintén az
jellemz6, hogy nem kovalens kotéssel kotodik a human szérum albuminhoz. Ezt a

vegyiiletet magneses rezonancia angiografia (MRA) soran alkalmaztak [107].

32. abra Vasovist szerkezete
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4. Eredmények

4.1 Célkitlizések

Radioaktiv fémizotdpot komplexalt formaban tartalmazo6 radiofarmakonok fejlesztése
¢s alkalmazasa egyre nagyobb teret hodit a nuklearis medicindban. Ezeket a biologiai
vektormolekula részletet tartalmazd radiogyogyszereket, az alkalmazott radioaktiv
izotopok nukledris tulajdonsagai szerint lehet felhasznélni targetdlt diagnosztikai és
radioterapids célokra. A human felhasznalds szempontjabol nagyon fontos, hogy ezek a
fémkomplexek nagy stabilitassal €s inertséggel, valamint megfelelé farmakokinetikai
tulajdonsagokkal rendelkezzenek in vivo koriilmények kozott.

A tumorsejtek burjanzasanak egyik kovetkezménye a tumorhipoxia, ami jelentésen
rontja a rakellenes terapiak hatékonysagat. Ezért a tumor hipoxias teriileteinek az eldzetes
detektalasa fontos segitséget nyujthat a kemo- és sugarterdpidk tervezése soran.
Kutatémunkam egyik célja tumorhipoxia PET képalkotassal torténd kimutatasara
alkalmas 2-nitroimidazolt tartalmazo, **Sc- és **Mn-jelzett radiofarmakonok szintézise,
valamint fizikai-kémiai, radiokémiai és preklinikai vizsgélata volt.

A masik feladatom a Kortz és munkatarsai altal szintetizalt harom Bi-POP komplex
[21*Bi]bizmut ionokkal térténd szintézise és radiokémiai vizsgalata volt. Az eléallitani
kivant polioxopalladatok koziil két vegylilet Osszetételét Ugy terveztik meg, hogy
biomolekuldkhoz konjugalhatdak legyenek. Ezért eldallitasukat azidocsoporttal, illetve
karboxilcsoporttal funkcionalizalt fenil-arzenat feddcsoporttal valositjuk meg. A bizmut-
213 radionuklid nehéz hozzaférhetdsége miatt kisérleteinkhez ciklotronban eldallitott
bizmut-205/206 izotdpot hasznéltunk.

A harmadik kutatasi feladatom a radiofarmakonok farmakokinetikai tulajdonsagait
modosito egyik modszer, nevezetesen az albuminkotd egység hatasanak a vizsgalata volt.
A kis molekulatomegli peptidek altaldban révid bioldgiai felezési id6vel rendelkeznek,
ami szamos esetben a peptidalapu radiogyogyszerek alacsony tumorfelvételét okozza. A
kutatdmunkdm sordn vizsgalni kivant kémiai modositas, azaz az albumink6td p-jod-

fenilbutdnsav egység konjugdlasa a megfeleldé peptid szdrmazékhoz, noveli a
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radiofarmakonok keringési idejét, igy kiiszoboli ki ezt a problémat. Ezekhez a
kisérletekhez pozitron-sugarzé %®Ga-, alfa-sugarzo 2'’Bi- és béta-sugarzé '"’Lu-jelzett
NAPamid peptid szarmazékok eldallitasat terveztiik, amelyekkel a melanoma targetalt
diagnosztikdja, illetve radioterapidja valdsithaté meg. A radiojelzések ebben az esetben is
bizmut-205/206 izotoppal torténtek. A 29%206Bi-jelzett vegyiiletek terapidra nem
hasznalhatok, de alkalmasak a radiofarmakonok tumor specifitasdnak és farmakokinetikai

tulajdonsagainak a vizsgalatara.

4.2 Hipoxia detektalasara alkalmas radiofarmakonok eldallitasa és vizsgalata
4.2.1 [*Sc]Sc-DO3AM-NI szintézise, fizikai-kémiai, radiokémiai és bioldgiai
vizsgalata
4.2.1.1 DO3AM-NI ligandum eléallitasa

Hoigebazar ¢és munkatarsai konjugaltdk elészor a 2-nitroimidazolt (1) olyan
komplexképzéhoz (DOTA), amely lehetdvé teszi a kiilonbdzd fémek koordinaciodjat (pl.:
Ga(Ill)) ¢és igy eldallitottdk a DO3AM-NI ligandumot [88]. A kutatomunka els6
Iépéseként ennek a vegyiiletnek a szintézisét valdsitottuk meg a szakirodalomban
fellelhetd kémiai mdodszerek alkalmazasaval. E10szor 2-(2-nitro-imidazol-1-il)-etdn-amint
(4) allitottunk el Zha és munkatarsai altal ismertetett eljaras kismértékii médositasaval
[108]. Az els6é reakciolépésben a 2-nitroimidazolt (1) KCOs bazis jelenlétében
reagaltattuk ferc-butil-2-brom-etil-karbamattal (2) vizmentes dimetil-formamidban, majd
a kapott 3-as vegyiiletr6l savas hidrolizissel eltavolitottuk a ferc-butoxikarbonil

véddesoportot (33. abra).

/—\ /—\/\/NHBoc _b» /—\/\/NHZ

a
N NH + I?,I_/\/NHBoc_> N N

Y Y NYN
N02 N02 NOZ
1 2 3 4

33. abra 2-(2-Nitro-imidazol-1-il)-etan-amin (4) eléallitasanak a lépései Reagensek ¢€s
reakciokoriilmények: (a) KoCOs, Nal, DMF, rt, 4 nap, 91%; (b) DKM-TFA (1:1), rt, 1
nap, 78%.
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Ezutan a 4-es vegyiiletet 1,4,7,10-tetraazaciklododekén-1,4,7,10-tetraecetsavhoz
(DOTA, 5) kapcsoltuk Hoigebazar €s munkatarsai altal leirt reakciokoriilmények kozott
[88]. A kapcsolasi reakcidt vizmentes dimetil-formamidban hajtottuk végre és bazisként

piridint, mig kapcsoloszerként N, N -diciklohexil-karbodiimidet alkalmaztunk (34. dbra).

— H
HOOC—\ /—\ ,—COOH N/ \N /\/N
N N a N >/\ /" \ /~COOH
4 + ] — lo} [N N
HOOC—"\__/ \__COOH NO, N N]

HOOC—"\__/ \COOH
5 6
34. abra A DO3AM-NI ligandum szintézise Reagensek és reakciokoriilmények: (a)
DCC, Py, DMF, rt, 1 nap, 36%.

Az eldallitott DO3AM-NI ligandum (6) tisztitasat félpreparativ nagy hatékonysagu
folyadékkromatografias (HPLC) mddszerrel valdsitottuk meg. A kapott 6-os vegyiilet
molekulatomegét tomegspektroszkopiaval hataroztuk meg, mig szerkezetét NMR-rel

igazoltuk.

4.2.1.2 Fizikokémiai vizsgalatok
Az Sc(Ill)-kelat fizikai-kémiai vizsgdlatdnak elsé lépése a komplexképzOdés
sebességének a meghatirozasa volt savas pH-n, mivel a szakirodalomban taldlhato, a
DOTA, DTPA vagy AAZTA ligandumok Sc(Ill)-komplexeire vonatkozo egyensulyi
adatok alapjan a Sc(DO3 AM-NI)-komplex kialakulasa kis pH-n volt varhat6 [109, 110].
A pH = 1,52-nél végzett 'H és *Sc NMR mérések azt mutattak, hogy a komplexképzddés
koriilbeliil tizenkét ora alatt éri el az egyensulyt (35. ébra).
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35. abra A mintak 'H-NMR-spektrumdnak idébeli valtozdasa az aromds régioban (pH =
1,52, cp = 3,8 mM; cse3+ = 4,9 mM; [ = 0,15 M NaCl; 25°C). A z6ld nyilak a ligandum
"H-NMR jeleit, a kék nyilak a szkandiumkomplex 'H-NMR csticsait mutatjak.

Ez az eldzetes mérés igéretes a radiojelzés szempontjabol, mind kinetikai mind
egyensulyi szempontbdl, ugyanakkor azt is mutatja, hogy a Sc(DO3AM-NI)-komplex
stabilitasi allanddjanak meghatarozasdhoz a nagyon savas mintdkban az ugynevezett
kiilonmintas ,.batch” modszert kell alkalmazni, mivel komplexképzddés reakcidi tal
lassuak ahhoz, hogy kozvetlen pH-potenciometrias titralassal monitorozhatok legyenek.
Ilyen esetekben a makrociklusos ligandumok fémkomplexeinek stabilitasi allandoit
gyakran igy, ezzel az ,,out-of-cell”-nek is nevezett médszerrel hatdrozzak meg. A modszer
sordn tobb kiilonalld6 mintat készitenek abban a pH-tartomanyban, ahol a
komplexképzddési egyensulyokat vizsgaljak. Minden minta a titralasi gorbe egy
pontjanak felel meg. A lezart mintdkat N> vagy Ar atmoszféraban tartjak adott
hoémérsékleten, amig az egyensuly be nem all [111].

Az egyensulyi méréseket a ligandum 37°C-on (I = 0,15 M NaCl) mért protonalddasi
allandoinak meghatarozasaval kezdtiik, tekintettel a kelat in vivo koriilmények kozott

tervezett alkalmazésara. A 1. tablazat a DO3AM-NI ligandum pH-potenciometrias
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adatainak illesztésével kapott protonalddasi allandokat, valamint a DOTA, a DTPA, az

AZZTA ¢és néhany DO3A-monoamid szarmaz€k irodalmi adatait tartalmazza [112].

1. tablazat Az altalunk vizsgalt DO3AM-NI, valamint az osszehasonlitdsi és viszonyitasi
alapkent hasznalt DOTA, DO3AMnBu, DO3AM-NI, DTPA és AAZTA ligandumok
lépcsézetes protonalédasi allandoil™ | protondlédasi  allanddinak dsszege!®, Sc(Ill)
komplexeik stabilitasi allandéil és pSc értékeil.

Ligandum DO3AM- DOTA DTPA AAZTA DO3AM"®* DO3AMNM
NI
Reakcio- 0,15M 0,1 M 0,1M 0,1 M 1,0MKCI, 1,0 MKC],
koriilmények: NaCl, MesNCl, MesNCl, KCl, 25°C [ 25°C el
37°C 25°C e 25°C [ 25°C 1M
log K1 8,79(1) 12,90 10,65 11,26 9,78 10,17
log K1 8,59(1) 9,72 8,66 6,62 9,05 9,02
log K3" 4.23(1) 4,62 4,36 3,86 4,53 4,41
log K4 2,49(1) 4,15 2,82 2,45 3,17 2,94
log KsH 1,00(4) 2,29 2,03 1,88 2,19 1,99
log K¢t n.é. 1,34 1,31 1,46 n.é. n.é.
log K1 n.é. n.é. 1,30 n.é. n.é. n.é.
log fois 25,10 33,68 28,52 26,04 28,72 28,53
log KseL 22,36(4) 30,79 27,43 27,69 n.m. n.m.
log Kscr-n n.é. 1,00 1,36 0,86 n.m. n.m.
log Kscr.on 10,88(5) n.é. 12,44 n.é. n.m. n.m.
PSc 20,74 23,92 23,88 24,72 n.m. n.m.

[a] KiH = [HiL]/[H+]'[Hi_1L]; (] lOg ﬂo]s = Zlongﬂ; [c] Ksa = [SCL]/[SCH] [L], a protonélédési allandd Ksein
= [ScLH]/[ScL][H'] és a tercier hidroxido részecske Ksc.on = [ScLOH][H*]/[ScL]; ¥ A pSc értékek a
fizioldgias kériilményekhez kozel szamolva: pSc = -log[Sc(I11)]szabad, [SCIT)]ielies = 1X1078 M, [L]etjes = 1%
077 M és pH = 7,4); komplexképzddés hianyaban ilyen koriilmények kozott a pSc minimalis értéke 8,0; n.é.:
nem észlelhetd; n.m.: nincs mérve; 1 [109]; [T [110]; € [112].

A DO3AM-NI monoamid tipusu ligandum 1,72-11,85 pH-tartomanyban végzett
titralasaval ot protonalddasi 1épést figyeltiink meg. Ezek koziil két 1€pés, amelyek nagy
protonalddasi allandoval rendelkeznek, az egymashoz képest fransz helyzetben 1évo
nitrogénatomok protonalodasat irjak le a makrociklusban. A tobbi log Kif! érték a

karboxilat csoportok protonalddasat jellemzi és sokkal kisebbek a fent emlitett két
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protonalodasi allandondl. A DOTA egy acetatcsoportjanak amidcsoporttal torténd
helyettesitése a ligandum protonalddasi helyeinek csokkenését eredményezi, ami miatt a
ligandum 0Osszbazicitasa is kisebb lesz, mivel ennek az értékét a protonalodasi allandok
Osszegeként hatdrozzuk meg (log fois). Ezen kiviil az els6¢ protonalodasi allando
alacsonyabb értékéért az elsd protonalddasi folyamattal versengd gyenge Na* komplex
képzédése (ionerdsségbdl szarmazik) is felelds lehet. Osszességében a DO3AM-NI
ligandum bazicitasa 1ényegesen kisebb a DOTA-énal, ugyanakkor osszevethetd, bar egy
kicsivel kisebb a l-es tablizatban megadott DO3AM-monoamidokénal. Altaldban a
ligandum bazicitasanak csokkenése az Ln(III)-komplexek stabilitasi allanddinak
csokkenését eredményezi €s ez varhato az altalunk vizsgalt Sc(Ill)-kelat esetében is.

Az Sc(DO3AM-NI)-komplex stabilitasi allandéjat 'H- és ¥*Sc-NMR vizsgalatokkal
hataroztuk meg 0,055-0,195 M savkoncentracié tartomanyban készitett mintak
felhasznalasaval. Az 'TH-NMR a szabad és a kotott ligandumkoncentracié ardnyat, mig a
43Sc-NMR a szabad Sc(I1I) koncentracidjat adja meg, a komplex **Sc-NMR jele tul széles
az integralashoz. A mintakat 37°C-on termosztaltuk és a 'H- és **Sc-NMR-spektrumukat
60 nap mulva vettiik fel. Azért, hogy biztosak legyiink abban, hogy az egyensuly kialakult
a mintdkban az 'H és **Sc-NMR méréseket 90 nap milva megismételtiik. A kapott
spektrumok gyakorlatilag megegyeztek a 60. napon felvett spektrumokkal (36. abra).
Ezeket az adatokat kiegészitettilk a komplex pH-potenciometrids titralasi adataival.
Kisérleti koriilményeink kozott a protonalddas hidnyat és a tercier hidroxid komplexek
képzdédését mutattuk ki logKscr.on = 10,88(5) értékkel. Az NMR-mintak 3,32 mM
ligandumot és ScCls-ot, valamint az allandd ionerdség biztositasahoz 0,15 M NaCl-t

tartalmaztak.
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36. dbra [A] A Sc(lll) - (DO3AM-NI) egyensiilyi rendszer 'H-NMR spektrum aromds
régidja valtozé savkoncentracicknal. A zold nyilak a ligandum '"H-NMR jeleit, a kék
nyilak a szkandium-komplex 'H-NMR jeleit mutatjak. /B] A mintik **Sc-NMR spektruma
(cL=cse3+=3,2mM; [ = 0,15 M; 37°C, 60 nap varakozasi id6).

51



Az elézetesen vartaknak megfeleléen, az Sc(DO3AM-NI)-komplex termodinamikai
stabilitasi allandoja (log KscL = 22,36(4)) 1ényegesen kisebb érték, mint a DOTA, DTPA
vagy AAZTA ligandumokkal képzett Sc(Ill)-komplexeké (1. tablazat). A termodinamikai
stabilitasi allandok mérsékelt csokkenését mar korabban megfigyelték a Gd(I1I)-ionokkal
képz6dott DO3A-monamidok komplexeinél a Gd(DOTA)-kelat stabilitasdhoz képest
[112, 113]. A Sc(DO3AM-NI)-komplex kisebb stabilitasi allandoja ellenére, az Sc(III)-
ion pH = 2,0 koriil millimolaris koncentracio6 tartomanyban is teljesen komplexbe keriilt
(36. abra).

Mivel azonban félrevezetd lehet a kiillonbozé bazicitdsu ligandumokkal alkott
komplexek stabilitasi allandoinak kozvetlen Osszehasonlitdsa (mert ezek az értékek a
ligandum bazicitasatol is fliggnek), ezért kiszdmitottuk és Osszehasonlitottuk az 1.
tablazatban 1évé komplexek pSc értékeit, amelyek latszolagos stabilitasi allandonak
tekinthetok. Ennek meghatarozdsdhoz felhasznaltuk a ligandumok protonalodasi
allandoit, az oldatban jelen 1évé komplexek stabilitdsi allandoit és a Sc(Ill)-ion
hidrolizisét (a [114] hivatkozas szerint a log fscon) = —4,3, a log fsconz = —9,7, a log
Psconp=-16,1, alog fscoms =—26,0 és a log fsc2cons = -6,0). A kapott adatok alapjan az
Sc(DO3AM-NI)-komplex fiziologias pH kozelében alacsonyabb latszolagos stabilitassal
bir a Sc(AAZTA) - és a Sc(DOTA) -kelatokhoz képest. Ez a csokkenés azonban joval
kisebb, mint a termodinamikai stabilitdsi alland6 esetében kapott 6t-nyolc log-egység
csokkenés. A Sc(DO3AM-NI) latszolagos stabilitasi allandojanak kismértékii csokkenése
foleg a kisérleti koriilmények kozotti kiilonbségeknek tudhato be, kevésbe a karboxilat

femkotd egység helyett alkalmazott amidcsoportnak.
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37. abra A [Sc(Ill)-DO3AM-NI]-[H]" rendszer eloszlasgorbéi (folytonos vonalak) az 'H
és ©Sc-NMR jelekintenzitasabol szamolva. Sc(lll)aq normalizalt intenzitasa (fekete
pontok) és az oldatban lévé kotott (piros haromszogek) és szabad (kék haromszégek)
ligandumban lévo nitroimidazoil-protonok intenzitasat jelzik. (3,32 mM ligandum és
ScCls, [ = 0,15 M NaCl, 37°C).

Mivel kisérleteink sordn a Sc(DO3AM-NI)-komplex stabilitasa kisebbnek bizonyult,
mint az sszehasonlitasra hasznalt komplexeké, ezért kiilonosen fontos volt megvizsgalni
a komplex inertségét is. A makrociklusos ligandumok komplexei esetén a savkatalizalt
disszociaciodt tekintik a f6 disszocidcios Utnak, amely felelds a DOTA-alapu ligandumok
komplexeibdl torténd fémionvesztésnek. Ezért erds sav (1 M HCI) jelenlétében vizsgaltuk
végeztiik a vizsgalatot és a kdvetkezd sebességi allandokat kaptuk: (1,55 +0,04) x 10° s~
Ués (1,67 £ 0,05) x 10°% s (38. abra) A Sc(DO3AM-NI) esetében kapott érték
egynegyede a Sc(DOTA)-komplex azonos koriilmények kdzott meghatarozott sebességi
allandojanak, és tobb nagysagrenddel kisebb, mint az Sc(AAZTA)-komplexre kordbban
meghatérozott érték (0,1 M 's™") [109, 110]. Ezek az adatok egyértelmiien azt mutatjak,
hogy az Sc(DO3AM-NI)-komplex igen jo inertséggel rendelkezik és alkalmas in vivo

vizsgalatokra.
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38. dabra A szabad Sc(Ill)-nak megfelelé **Sc NMR csicsteriilet az idd fiiggvényében az

Osszefoglalva, a Sc(DO3AM-NI)-komplex fizikai-kémiai vizsgalatai azt mutatjak,
hogy ha az acetatotcsoportot acetamidcsoporttal helyettesitjiik a DOTA vegyiileten, akkor
az megvaltoztatja a ligandum tulajdonsagait, annak 6sszbazicitasat. Ez a valtozas okozza
a Sc(DO3AM-NI)-komplex stabilitaisdnak mérsékelt csokkenését. Ugyanakkor az
elvégzett vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy a Sc(DO3AM-NI)-komplex, a Sc(DOTA) -
komplexhez képest is, nagy inertséggel rendelkezik és ez kivalo Sc-kotové teszi a
DO3AM-NI ligandumot.

4.2.1.3 DO3AM-NI ligandum radiojelzése szkandium-44 és galium-68 izotopokkal €s
a jelzett vegyiiletek radiokémiai vizsgalata

A radiokémiai kisérletek soran eldszor eldallitottuk a DO3 AM-NI radiokémiai jeldléséhez

sziikséges pozitron-sugarz6 szkandium-44 izotopot. A ciklotronban torténd eldallitast

kalcium target protonbesugarzasaval valdsitottuk meg, melynek soran *‘Ca(p, n)**Sc

magreakcioval nyertiik a szkandium-44 izotopot [115], amelyet a kalciumtdl és mas

fémalapti szennyezddésektél Happel ¢és munkatarsai [116] altal leirt modszerrel

vélasztottuk el. Ennek soran a targetanyagot feloldottuk 3 M-os sosavban és egy kation
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cseréld gyantan megkdtottiik. Ezutan a kalciumot és az egyéb fémszennyezddéseket 3 M-
os s6savas és 1 M-os salétromsavas mosassal tavolitottuk el **Sc mellél, amelyet végiil
0,1 M-os sosav oldattal eludltunk le a gyantarol. A tisztitas utan nyert [**Sc]ScCl; oldattal,
magas jelolési hozam mellett (>93%) valdsitottuk meg a DO3AM-NI ligandum radioaktiv
jelolését a kdvetkezé modon. 500 pL [*Sc]ScCls (100-150 MBq) oldathoz 100 uL
NaOAc/HOAc puffert (3 M, pH = 4), 20 uL 5%-0s NaOH oldatot és 5 pL. DO3AM-NI
torzsoldatot (1 mg/mL) adtunk, majd a reakcidelegyet 95°C-on 15 percig melegitettiik.
Az eldallitott **Sc-komplexet szilard fazist extrakcioval (SPE) tisztitottuk LiChrolute EN
oszlopon. Ennek soran elészor a radiofarmakont az SPE oszlopon megkotottiik, majd 1
mL vizzel mostuk, végiil viz és etanol 1:1 ardnyu keverékével (0,5 mL) elualtuk. A
tisztitott jelzett komplex radiokémiai tisztasagat (RCP-t) radio-HPLC-vel hataroztuk meg,
ami 95% feletti volt (39. 4bra).
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39. dbra A tisztitott [*Sc]Sc-DO3AM-NI radiokromatogramja. A radio-HPLC
vizsgalathoz Luna C18 3 pm (150 x 4,6 mm) oszlopot hasznaltunk. Az A oldoszer:
oxalsav (0,01 M pH = 3); a B olddszer: acetonitril volt.

A biologiai vizsgilatokhoz referencia vegyiiletként eldallitottuk a 3Ga-jelzett
DO3AM-NI vegyiiletet is. A DO3AM-NI ligandum galium-68 izotdppal torténd
radioaktiv jelolését Hoigebazar és mtsai. [88] altal leirt modszer modositott valtozataval
végeztiik. A radioaktiv jeloléshez a ®3Ge/*®*Ga-generatorbol elualt [®3Ga]GaCls oldatot
alkalmaztunk, amelyet Eppard és munkatdrsai [117] altal javasolt utdéfeldolgozasi

madszerrel kezeltlink. Ennek soran az eludtumot Strata SCX kationcseréld oszlopra vittiik
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fel, majd s6sav és etanol keverékével (0,15 M HCI 8:2) mostuk az oszlopot, ily moédon
tavolitottuk el a fémszenyezddéseket a gallium-68 izotop melldl, amelyet ezutan 3 x 100
uL 0,9 M-os HCI etanolos oldataval (9:1) frakciondltan elualtunk. Ezt kovetéen a
DO3AM-NI prekurzort jo jelzési hozammal (>90%) jeloltik a tisztitott gallium-68
izotoppal, melynek soran egy frakcidhoz 60 uL. NaOAc/HOACc puffert (3 M, pH = 4), 40
pL 5% NaOH ¢és a DO3AM-NI vizes oldatat (1 mg/mL) adtuk. A radioaktiv jelolést
kovetden (95°C, 15 perc) a radiojelzett vegyiiletet szilard fazisu extrakcidval tisztitottuk
forditott fazist WATERS SepPak C18 Plus oszlopon. Ennek soran 5 mL etanollal és 10
mL vizzel kondicionalt SPE oszlopra vittiik a reakcioelegyet, ezutan 1 mL vizzel mostuk,
majd viz és etanol 1:1 aranyt keverékével eludltuk a radiokomplexet. A tisztitott %Ga-
jelzett vegyiilet radiokémiai tisztasdgat radio-HPLC-vel hataroztuk meg a **Sc-komplex
vizsgalatahoz alkalmazott koriilmények szerint, és a kapott RCP nagyobb volt, mint 96%.

Ezt kovetden meghataroztuk a radiojelzett komplexek oktanol/viz megoszlasi
koefficiensét (logP), melynek értéke a [**Ga]Ga-DO3AM-NI esetében -3,89, mig a
[**Sc]Sc-DO3AM-NI esetében -2,59 volt. Az alacsony logP értékek azt mutatjak, hogy
mindkét radiofarmakon hidrofil sajatsagu.

Ezutan haromféle modszerrel vizsgaltuk a jelzett vegyiiletek stabilitasat
szobahdmérsékleten. El6szor szérumstabilitasi vizsgalatot végeztiink, ennek soran a
tisztitott radiokomplexek vizes oldatit egérplazmaval kevertiik 0Ossze. Ezutan
ligandumcserés kisérleteket végeztiink Na;HEDTA és oxalsav jelenlétében kiilon-kiilon.
Végiil a keverékekbdl kiilonb6z6 1ddpontokban (0, 60, 120 és 240 perc) vett mintak radio-
HPLC kromatogramjait elemeztiik. Mindkét radiofarmakon nagy stabilitassal
rendelkezett a vizsgalt koriilmények kozott, mivel 240 perc elteltével is a mintak RCP-je
mindharom esetben 98% feletti volt (3. tablazat).

3. tablazat A [*Sc]Sc-DO3AM-NI stabilitdsvizsgadlatai kiilonbozé idépontokban

A Kiilonb6z6 idépontokban vett mintak radiokémiai tisztasaga (%)
Stabilitasvizsgalatok

0 perc 60 perc 120 perc 240 perc
szérumstabilitas 100 99 98 98
ligandumcsere 99 99 99 98

Na:H:EDTA-val
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ligandumcsere 100 100 98 98
oxalsavval

4.2.1.4 A [*Sc]Sc-DO3AM-NI és a [®Ga]Ga-DO3AM-NI in vivo és ex vivo
vizsgalatanak eredményei
A biologiai vizsgalatok sordn a **Sc- és ®3Ga-jelzett DO3AM-NI in vivo és ex vivo
biodisztribucigjat hataroztuk meg egészséges (kontroll) és KB tumort hordoz6é SCID
egerek felhasznalasaval. Az ehhez sziikséges PET/MRI képalkotasokat és ex vivo
vizsgalatokat 90 és 240 perccel a [**Sc]Sc- DO3AM-NI vagy [*®*Ga]Ga-DO3AM-NI
radiofarmakonok intravénds injekcidja utdn valdsitottunk meg. A fent emlitett
vizsgalatokat eldszor egészséges allatokon végeztiik el, melyek soran meghataroztuk a
radiofarmakonok szervi eloszlasat és kitiriilésiik modjat. A 40. abran egészséges egerek
koronalis PET/MRI képei lathatoak, amelyeken a hugyholyag és a vesék egyértelmiien
detektalhatdéak a vizsgalt idopontokban mindkét radiogyogyszer esetében. A tobbi
vizsgalt hasi és mellkasi szervben alacsony radiofarmakon-felvétel figyelhetd meg a **Sc-
jelzett vegyiilet alkalmazéasa soran 90 és 240 perc utén is. Ezzel ellentétben a [**Ga]Ga-
DO3AM-NI esetében 90 perces inkubdcios idé utan viszonylag nagy radiogyogyszer
felhalmozodas lathaté a majban (40/B abra).

90 min 240 min

[44sc]Sc(DO3AM-NI) [68Ga]Ga(DO3AM-NI)  [44Sc]Sc(DO3AM-NI) [68Ga]Ga(DO3AM-NI)

A =] C D
» 4 4 P
= - - M.
WV ©
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40. dbra A [*Sc]Sc-DO3AM-NI és [**Ga]Ga-DO3AM-NI in vivo biolégiai megoszlisa
Reprezentativ koronalis PET/MRI képek egészséges kontroll SCID egerekrdl 90 és 240
perccel [**Sc]Sc-DO3AM-NI (A,C) és [**Ga]Ga-DO3AM-NI (B,D) intravénas injekcid
utan. Sarga nyilak: m4j; fehér nyilak: vese; piros nyilak: higyhélyag.

Tovéabba az in vivo PET/MRI képek kvantitativ SUV analizise utan kijelenthetjiik,
hogy 90 és 240 perccel a radiofarmakon injekcio beadasa utan szignifikansan (p < 0,01)

magasabb [*¥Ga]Ga-DO3AM-NI felvételt talaltunk a méajban, 1épben, vesében, belekben,
tiiddben, szivben és agyban, mint a [**Sc]Sc-DO3AM-NI esetében (41. 4bra).

E F

m[#4sc]Sc(DO3AM-NI) (90min) m [#4S¢]Sc(DO3AM-NI) (240min)

0[88Ga]Ga(DO3AM-NI) (90min) 0[68Ga]Ga(DO3AM-NI) (240min)
0.7 7 *
144 * 4 {
0.9 - ][ 0.5 -
0.7 - * *
054 || « ]l 0.3 [’l']

=

0.3 - d] J’I

* * *
0.1 1 » 0.06
*
0.04
0.05 -
0.02 i
0 4 0 -

P
RS
-

SUVmean

MAJ __.

LEP
VESE

VESE
BELEK
GYOMOR
1ZOM
T(DO
sziv
zsir

AGY

MAJ
BELEK
GYOMOR
1ZOM
TUDO
SZIiv
ZSiR

AGY

41. abra Az in vivo biologiai megoszlasi adatok kvantitativ SUV analizise (n = 5 kontroll
dllat/radiofarmakon) 90 perccel (E) és 240 perccel (F) a radiogyogyszer beaddsa utan.
A SUV értékek atlag + SD formaban vannak megadva. Szignifikancia szint [**Sc]Sc-
DO3AM-NI és [®Ga]Ga-DO3AM-NI kézott: p < 0,01 (*).

A kvantitativ SUV analizisnek az eredményei jol korreldlnak a 4. tablazatban lathato
ex vivo biodisztribicios adatokkal. Az egészséges allatok ex vivo szervi megoszlasi

vizsgalatai is a [**Sc]Sc-DO3AM-NI és [*®Ga]Ga-DO3AM-NI radiofarmakonok

intravénds injekcidja utan 90 és 240 perccel torténtek. A szervekben és a szovetekben
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felhalmozott aktivitdsokat gamma-szamlalo segitségével hataroztuk meg. Az ex vivo
adatok kvantitativ analizise soran szignifikans kiilonbségeket talaltunk a szoveti felvételi
értekek (%ID/g) kozott, amikor a két radiofarmakon akkumulécioit hasonlitottuk dssze az

egyes szervekben (4. tablazat).

4. tablizat A ["Sc]Sc-DO3AM-NI és [%*Ga]Ga-DO3AM-NI (%ID/g) ex vivo
biodisztribucioja egészséges kontroll SCID egerekben 90 és 240 perccel a radiofarmakon
injekcié utan. A [**Sc]Sc-DO3AM-NI és a [%Ga]Ga-DO3AM-NI kézétti szignifikancia
szint 90 és 240 percnél: p < 0,01 (*). A %ID/g értékek atlag + SD-ként vannak megadva.
[*4Sc]Sc-DO3AM-NI [®Ga]Ga-DO3AM-NI

Szerv/Szovet 90 perc 240 perc 90 perc 240 perc
(n=3) (n=35) (n=35) (n=35)

Vér 0,08 + 0,01 0,03 + 0,01 0,81+0,22* 0,65+0,11*
Vizelet 57,78+ 12,41 6,23 +1,25 65,94+521 17,08+7,97*
Maj 0,14 +0,09 0,20 +£ 0,04 043+0,11* 0,37+0,10 *
Lép 0,07 £ 0,02 0,06+ 0,01 0,29+0,14* 0,32+0,18 *
Vese 1,17+ 0,41 0,89 +0,23 1,32+ 0,47 1,21+0,17
Vékonybél 0,10+ 0,05 0,03 +0,01 0,25+£0,10* 0,14+0,04 *
Vastagbél 0,05+ 0,01 0,04 £0,004 0,20£0,13* 0,15+0,06 *
Gyomor 0,09 + 0,03 0,03+£0,005 0,21+£0,04* 0,22+0,06*
Izom 0,01 +0,01 0,007 £0,002 0,10=0,03* 0,06+0,03 *
Tiido 0,10+ 0,04 0,04 +£0,003 0,49=+0,08* 0,46+0,09 *
Sziv 0,04 £ 0,01 0,03 +0,01 0,26 £0,06 * 0,22+0,04 *
Zsir 0,01 £0,001 0,01 +0,01 0,13+0,10* 0,12+0,08 *

A kapott adatok

alapjdn megallapithatjuk, hogy a vizsgalt

idépontokban

szignifikansan (p < 0,01) alacsonyabb %ID/g felvételi értékeket mértiink az egyes
szervekben a [**Sc]Sc-DO3AM-NI radiofarmakon esetében, mint a [**Ga]Ga-DO3AM-
NI vizsgalata soran. Ezen tilmenden mindkét radioaktiv vegyliletet alkalmazasa sordn
jelentds felhalmozodast figyeltiink meg a vesékben és a vizeletben (4. tablazat), ami azt
jelenti, hogy a két radiokomplex vesén keresztiil {iriil ki szervezetbdl. Ez 6sszhangban van
a radiofarmakonok korabban megéllapitott logP értékeivel, amelyek szintén a molekuladk

hidrofil jellegére utaltak.
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A fenti vizsgilatok utdan a [**Sc]Sc-DO3AM-NI ¢és [*®Ga]Ga-DO3AM-NI
tumorspecifikus felhalmozodasat KB tumort hordozd egereken tanulmanyoztuk
PET/MRI képalkotéssal 90 ¢és 240 perccel a radiogyogyszerek intravénas beadasa utan. A
reprezentativ bomlas korrigdlt PET felvételeket a 42. abra mutatja, ¢s ezeken a szubkutan
novekvé KB daganatok egyértelmiien azonosithatok. A PET képek elemzése soran
[*4Sc]Sc-DO3AM-NI radiofarmakon esetében magas SUVmean és SUVmax értékeket
hataroztunk meg. A SUVmean: 1,46 £ 0,32, mig a SUVmax: 2,35 £ 0,47 volt 90 percnél,
ugyanakkor 240 percnél a SUVmean: 0,67 £ 0,03-nak és SUVmax: 1,55 + 0,28-nak
adodott. Ugyanakkor alacsonyabb radiofarmakon akkumulaciét taldltunk a KB-
tumorokban a gallium-68-al jelolt molekula alkalmazasa soran. Ebben az esetben a kapott
értékek a kovetkezok voltak, 90 percnél a SUVmean: 0,79 = 0,10 és a SUVmax: 1,94 +
0,40 volt, mig 240 percnél a SUVmean: 0,51 + 0,09 ¢s SUVmax: 1,23 £ 0,10 volt (42/4E.
abra).

A PET felvételek jellemzésének egyik fontos paramétere a tumor €s a hattérnek
szamit6 izom radiofarmakon-felvételének az ardnya. Ez az érték egyértelmiien jelzi, hogy
mennyire kontrasztos az adott PET kép. 240 perccel a radiofarmakon injekciok beadéasa
utdn a [**Sc]Sc-DO3AM-NI vizsgalatakor kapott tumor-izom arany (T/M) SUVmean
érteke (182,67 + 23,50) és SUVmax érteke (129,68 + 26,11) szignifikansan (p < 0,01)
magasabb volt, a [**Ga]Ga-DO3AM-NI alkalmazasa soran kapott értékeknél, amelyek a
kovetkezdek voltak: T/M SUVmean: 85,66 + 6,06, T/M SUVmax: 41,72 + 13,61. Nem
talaltunk azonban szignifikdns kiilonbséget a két radiogydgyszer T/M SUV értékei kozott
90 perccel az injekcio beaddsa utan (42/4F. abra).
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42. dbra Reprezentativ in vivo teljes test PET/MRI felvétel KB daganatot hordozo
egerekrél [*Sc]Sc-DO3AM-NI (4,C) és [**Ga]Ga-DO3AM-NI (B,D) alkalmazdsdval 90
és 240 perc intravéndas nyomjelzd injekcié utan. A [**Sc]Sc-DO3AM-NI és [**Ga]Ga-
DO3AM-NI felhalmozddasdanak kvantitativ SUV analizise KB tumorokban (EF). A
bomlas szempontjabol korrigalt PET/MRI képeket és adatokat 13+1 nappal a tumorse;jt-
oltas utan kaptuk. Sarga nyil: KB daganatok. Szignifikancia szint: p < 0,01 (*).

A [*Sc]Sc-DO3AM-NI és [**Ga]Ga-DO3AM-NI vegyiiletek KB tumorokban valo
felhalmozodasanak értékelésére ex vivo szervi megoszlas vizsgalatokat is végeztiink. Az
5-0s tablazatban megadott adatok azt mutatjak, hogy a radiofarmakonok beadéasa utan 90
és 240 perccel nincs szignifikdns kiilonbség a radiojelzett komplexek tumorfelvételi
értékei kozott, ugyanakkor a [**Sc]Sc-DO3 AM-NI tumorfelvétele valamivel nagyobb volt
mindkét vizsgalt idépontban. Ezen kiviil a tumor-izom aranyok (T/M) kiszamitasakor azt
talaltuk, hogy a [**Sc]Sc-DO3AM-NI T/M aranya mindkét idépontban kériilbeliil 10-15-
szor nagyobb volt, mint a [%®*Ga]Ga-DO3AM-NI T/M aranya, és ez a kiilonbség

szignifikans volt (p < 0,01).
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5. tablazat A [*Sc]Sc-DO3AM-NI és [Ga]Ga-DO3AM-NI tumorfelvételének (%ID/g)
ex vivo értékelése KB tumorokban 13 + 1 nappal a szubkutan tumorindukcio utan A
[*4Sc]Sc-DO3AM-NI és a [*®*Ga]Ga-DO3AM-NI tumor-izom aranya (T/M) kozotti
szignifikancia szint 90 és 240 percnél: p < 0,01 (*). A %ID/g értékek atlag + SD-ként van
megadva.

[*4Sc]Sc-DO3AM-NI [%Ga]Ga-DO3AM-NI
Tumor 90 perc 240 perc 90 perc 240 perc
KB tumor (n =5) 0,82+0,11 0,70£0,14 0,62+0,10 0,46 0,07
/M 79,30 £ 5,26 *  99,35+5,14 * 6,28 £ 1,11 7,51+1,13

Az elvégzett bioldgiai vizsgalatokat Osszegezve, azt mondhatjuk, hogy a PET
felvételeken a szubkutan novekvé KB daganatok egyértelmiien azonosithatéak voltak a
[*4Sc]Sc-DO3AM-NI alkalmazisakor, tovabba a PET képek kvantitativ SUV analizise
soran magasabb SUV értékeket és jelentdsen magasabb T/M aranyokat kaptunk mindkét
vizsgalt idépontban a [**Ga]Ga-DO3AM-NI molekuldhoz képest. Ezen kiviil az in vivo
vizsgalatok eredményei jo egyezést mutattak az ex vivo vizsgalatokkal. Igy az elvégzett
vizsgalatok alapjan kijelenthetjiik, hogy a [**Sc]Sc-DO3AM-NI radiofarmakont jobb
képalkotd és farmakokinetikai tulajdonsigok jellemzik a [®*Ga]Ga-DO3AM-NI
vegyiilettel 6sszehasonlitva, ami részben a szkandium-44 hosszabb felezési idejének is
koszonhetd. A preklinikai vizsgéalatok sordn megallapitott kedvezd tulajdonségai a
[**Sc]Sc-DO3AM-NI  vegyiiletet potencidlis tumorhipoxia detektdldsdra alkalmas

radiogyogyszerré teszi.

4.2.2 2Mn- és *Sc-jelzett PC2AM-NI és a PC2A-Ph-NI szintézise, fizikokémiai,
radiokémiai és bioldgiai vizsgalata
Ebben a fejezetben két masik tumorhipoxia kimutatasara alkalmas 2-nitroimidazol
szarmazeék szintézisét, fizikokémiai, radiokémiai és preklinikai vizsgalatardl szdmolunk
be. Az eldallitani kivant vegyiiletek PCTA komplexképzot tartalmaznak, ami kivaldan
koordinalja a Mn(II)- és a Sc(II)-ionokat. Ennek a két fémnek PET képalkotasra alkalmas

pozitron-sugarz6 izotopjai vannak, nevezetesen a mangan-52 és a szkandium-44. Ezért a
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kutatémunka sordan a PC2AM-NI és a PC2A-Ph-NI ligandumok Mn(I)- és a Sc(III)-
ionokkal képzett komplexeinek a fizikai-kémiai, radiokémiai és biologiai tulajdonsagait

terveztiik vizsgalni.

4.2.2.1 A PC2AM-NI, a PC2A-Ph-NI és a PC2AM"" komplexképzdk szintézise

A makrociklusos 3,9-PC2A szarmazék eldallitasat eldszor A. Dean Sherry és
munkacsoportja dolgozta ki [118], késobb a ligandum fémionokkal képz6dé komplexeit
(kiilonosen a Mn(IT)-komplexet) Tircs6 Gyula kutatocsoportja vizsgalta részletesen [119].
Azota megjelent publikacidkban megtaldlhato a 3,9-PC2A makrociklus kiilonbozo
diészter szarmazékéinak elééllitasa (pl. 3,9-PC2AM¢ [120], 3,9-PC2A™ [121], 3,9-
PC2A'" [122]), melyeket a 6-Boc-piklén makrociklusos vegyiiletbél [123] egyszeriien
eléallithatunk.
aminocsoportokhoz kapcsolt oldallancok a fémionok koordinacidjat biztositjak. Mig a 6-
0s pozicidba tovabbi, extra funkcid, példaul egy biologiailag aktiv molekularészlet is
beépithetd, ami lehetdvé teszi a komplex koros sejtekhez, szovetekhez torténd célba
juttatdsat. A vizsgalandd ligandumok esetében erre a célra a hipoxiara érzékeny
nitroimidazolt alkalmazunk, amely ebben a pozicidoban a radioizotop koordinacids
szférajatol tavolabb talalhatd, ezért valdsziniileg nem befolyasolja majd a radiojelzett
komplex szelektivitasat.

A mangan-52 és szkandium-44 izotopokkal jelolhetd két ligandumot, nevezetesen a
PC2AM-NI (7), a PC2A-Ph-NI (8) vegyiileteket Tircsé Gyula és munkatarsai allitottak
eld és bocsatottak a rendelkezésiinkre [124]. A PC2AM-NI, a PC2A-Ph-NI ligandumok
szerkezete a 43. dbran lathato.

HoOC COOH HoOC COOH
N

H NO,
N7 N/\/\/\/NH N\/\/\/\N/\(N
=/ 0 \~/

PC2AM-NI (7) PC2A-Ph-NI (8)
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43. abra A PC2AM-NI, a PC2A4-Ph-NI ligandumok szerkezete
A fizikokémiai vizsgalatokhoz eléallitottuk a PC2AM"™Y modellvegyiiletet is,
melynek Sc(Ill)-ionnal alkotott fémkomplexének stabilitasat, képzOodési sebességét és
inertségét vizsgaltuk. A modellvegyiilet eldallitasat a 6-os pozicidban kialakitandd
oldallanc szintézisével kezdtiik. Ennek soran a 6-os aminocsoport alkilezésére
felhasznalhatd 2-brém-N-butilacetamid (11) vegyiiletet allitottuk elé butil-amin (9) és

bromacetil-bromid (10) acilezési reakciojaban. (44. abra)

TN, 4 B,j\/Bf — /\/\”JOI\/B'
9 10 11
44. abra 2-Brom-N-butilacetamid eléallitasa Reagensek és reakciokoriilmények: (a)
K2CO3, DKM, 2-3°C — 25°C, 1 6ra, 21%.

A PC2AM™" modellvegyiiletet (14) 3,9-PC2A*! (12) makrociklusbél 4llitottuk eld két
1épésben. (45. 4bra) Elszor a 3,9-PC2AE! (12) vegyiiletben [121] taldlhaté szekunder
aminocsoportot reagaltattuk 2-brom-N-butilacetamiddal (11), majd a reakciobol kinyert
PC2AE'IAM™Y (13) termékben taldlhatod etil-védécsoportokat ltigos hidrolizissel

eltavolitottuk. A preparativ HPLC-s elvalasztast kdvetden sikerlilt tisztan izolalni a

PC2AM™" (14) ligandumot.

A | X A
® - ®
EtOOC COOEt _  Et0OC COOEt ~ HOOC COOH
11 + N N— %y N N— P\ N—/
H
N N N
(o} o}
12
HN\/\/ HN\/\/
13 PC2AMMEY (14)

45. abra PC2AM"™" elédllitasanak lépései Reagensek és reakciokoriilmények: (a) KoCOs,
MeCN, rt, 1 6ra, 72%; (a) NaOH, absz. EtOH, 60°C, 1 6ra, 46%.
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4.2.2.2 PC2AM-NI ligandum fizikokémiai vizsgélata
42221 A PC2AM™" és a PC2AM-NI ligandumok és fémionokkal alkotott

komplexeinek egyensulyi vizsgéalata
A makrociklusos ligandumok egyensulyi vizsgalatat a ligandumok protonalodasi
allanddinak meghatarozasaval kezdtik. A pH-potenciometridas mérés adatait az 6.
tablazatban lathatjuk, melyeket a 3,9-PC2A [119] és a PCTA [125] ligandumok megfeleld
adataival egészitettiink ki. A protondlodasi allandok ismerete elengedhetetlen a
fémionokkal alkotott komplexek stabilitasanak meghatarozasahoz.

6. tablazat: A PC2AM"3" és a PC2AM-NI ligandumok protondlddasi dllandoi,
kiegészitve a PCTA és a 3,9-PC2A ligandumok megfelelo értékeivel (0,15 M NaCl,
25°C)

5 PCTA 3,9-PC2A
PC2AM"MBU PC2AM-NI

[119] [113]
log Kt 8,79(1) 8,60(3) 9,97 12,25
log K> 7,59(1) 7,39(3) 6,73 5,97
log K3 2,31(2) 2,28(3) 3,22 3,47
log K4t 1,28(3) 1,58(3) 1,40 1,99
log B! 16,38 15,99 16,70 18,22

Az 6. tablazat alapjan lathato, hogy a 3,9-PC2A ligandum N-donorjai rendelkeznek a
legnagyobb bazicitassal (log '), aminek legnagyobb mértékli hozzajaruldsat a
makrociklus vazaban taldlhaté szekunder aminocsoport (6-os helyzetii) adja. A tobbi
szarmazeék esetében a 6-os helyzetbe szubsztitualt elektronszivocsoportok csokkentik az
aminocsoport bazicitasat, igy az els0 protonalodasi allandok 2-3 nagysagrenddel
kisebbek. A PCTA ligandum elsé protondlodasi allandojahoz képest a PC2AM
vegyiiletek megfeleld értékei tovabbi egy nagysdgrenddel kisebbek, mely
bazicitascsokkenés az acetatcsoport amidcsoportokka torténd cseréjével értelmezhetd. A
piklén tipust ligandumok masodik protonalodéasa a makrociklus piridinegységéhez képest
valamelyik cisz-nitrogénatomjan torténik meg, mely 1épést kovetden az elsd proton a jobb
toltéseloszlas érdekében a fransz-nitrogénatomrol a masik cisz-nitrogénatomra vandorol.
fgy a folyamatot jellemz6 masodik protonalodasi allandok a PC2AM vegyiiletek esetében
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nagyobbak, mint a PCTA és a 3,9-PC2A vegyiiletek esetében talaltak. Osszességében
azonban a PC2AM vegyiiletek kisebb Osszbazicitasa eldrevetiti, hogy a fémionokkal
alkotott komplexeinek stabilitasa kisebb lesz. (Megjegyzendd, hogy a komplexek
stabilitdsanak Osszehasonlitdsa céljabol csak a komplexképzést jelentdsen befolyasold
csoportok bazicitasat érdemes figyelembe venni, a koordinacios szféra tdvolabbi részén
talalhat6 csoportok protonalodasat figyelmen kiviil hagyhatjuk ebbdl a szempontbol).

Az esszencialis, kétértéki fémionokkal képzodd komplexek stabilitdsat pH-
potenciometridas mérésekkel, valamint UV-lathatd spektrofotometrids mérésekkel
kiegészitve hatdroztuk meg. A PC2AM-NI ligandum esetében a Ca(Il)-, Mg(Il)-, Zn(II)-
ionokkal alkotott komplexek stabilitdsat a fiiggelékben foglaltuk 6ssze, mig a Mn(II)-
ionnal alkotott komplex értékei a 7. tdbldzatban taldlhatok, melyhez megadtuk az
Osszehasonlitd komplexek adatait is. (A PC2AM™" modellvegyiiletet csak a Sc(III)-
ionnal alkotott komplex stabilitdsanak meghatarozasahoz hasznaltuk.)

7. tablazat: A PC2AM-NI ligandum Mn(ll)-ionnal alkotott komplexének stabilitdsi és
protonalodasi allandoi, kiegészitve a PCTA és a 3,9-PC2A ligandumokkal alkotott
komplexek megfeleld értékeivel (0,15 M NaCl, 25°C, pMn = -log[Mn*" | szabad; crman = Ciig
= 0,01 mM)

PC2AM-NI PCTA[119]  3,9-PC2A[113]

log B! 15,99 16,70 18,22

log KL 15,45(9) 16,83 / 16,64 17,09
~~
—

=1 log Ky 2,36(6) 1,96 2,14
=

pMn 8,60 9,74 8,64

a IH-relaxometrias mérésbdl kapott érték

A 7. tablazat alapjan a PC2AM-NI ligandum Mn(Il)-ionnal alkotott komplexének
stabilitasa kisebb, mint az Osszehasonlitdé komplexek megfeleld értékei. A kapott
stabilitasi allandok kozvetlen 6sszehasonlitasa nem eredményez feltétleniil realis képet,
mivel nem veszi figyelembe a fémionok és a protonok kozotti kompeticiot a ligandum
kotohelyeiért. A latszolagos (adott koriilményekre jellemzd) allandok (ilyennek tekinthetd
a pMn is) meghatarozasa fizioldgias koriilmények kornyékén (pH = 7,4) realisabb képet
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mutathat a komplexek stabilitasarol, raadasul a komplexek stabilitasa ilyen modon direkt
is 0sszehasonlithato. A Mn(II)-komplexekre szamitott pMn értékek koziil a legnagyobb a
PCTA-hoz tartozik, a [Mn(PC2AM-NI)]- és a [Mn(3,9-PC2A)]-komplexek stabilitasa a
pMn értékeik alapjan pedig kozel megegyeznek. Ez a korabbi tapasztalatok alapjan azzal
magyarazhat6d, hogy az acetatkarok amidcsoportokra torténd cseréje mind a komplex
egyensulyi alland6janak, mind a pMn értékének csokkenését eredményezi. A 3,9-PC2A
ligandum j6 affinitassal képes a Mn(II)-ionokat megkotni, igy a hasonlo stabilitassal
rendelkezd [Mn(PC2AM-NI)]-komplex is alkalmas lehet a Mn(Il)-ionok stabil
megkotésére. A 46. abran taldlhato a Mn(Il)-ionok ¢és PC2AM-NI rendszer
koncentracideloszlds diagramja (melyet a komplex stabilitdsi és protonalddasi
allandoinak a felhasznalasaval szerkesztettiik), ez alapjan a komplexképzddés pH = 4,25

felett teljesnek tekinthetd.

1.0 -

os ] [Mn(3,9-PC2AMNM)]

06 Mn(l)
_ 7

0.4 -
' [MnH(3,9-PC2AMNM)|*
0.2 1

0.0 ] T T r 1ot LI B L N
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00

pH
46. abra: A Mn(Il)-ion és PC2AM-NI rendszer koncentracioeloszlas diagramja
(cL = cmn = 2,0 mM; 25°C)

A PC2AM-NI ligandum Sc(IIl)-ionnal alkotott komplexét a PC2AM™* ligandum
felhasznalasdval modelleztiik. A komplex stabilitdisainak meghatarozasa kiillonmintas

(,,batch”) moédszerrel, *Sc-NMR spektrometrids, ill. pH-potenciometrias mérésekkel
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tortént. Az NMR méréshez kiilonmintdkat allitottunk 6ssze pH = 0,1 — 1,3 tartoméanyban
(a mintakban talalhaté ionerdsség azonos volt /= 1,0 M NaCl). A mintak Osszeallitasat
kovetden 1 hetet vartunk az egyensuly beallasara. Ennek igazoladsara a mintadkat tobb
idépontban is lemértiik, azért, hogy a jelek alatti teriilet nagysaga ne valtozzon. A
mintakrol készitett NMR spektrumokban a szabad Sc(I1)-hoz rendelhet6 cstcsok a 0 ppm
tartomanyban talalhatok, ezek jel alatti teriileteit hasznaltuk fel a [Sc(PC2AM™EY)]*-
komplex stabilitdsanak meghatarozasahoz. A pH-potenciometrids titralas esetén
Sc(Il):ligandum = 1:1 aranyt rendszerét egy nappal a titralas megkezdése eldtt allitottuk
Ossze (sav hozzdadasa nélkiil), majd a komplex savanyitott oldatat titraltuk meg NaOH
oldattal (pHo = 1,52). Azonban a pH-potenciometrids titralasi gorbe illesztése alapjan nem
volt tapasztalhaté a komplex deprotonalddasi folyamata. A *Sc NMR is csak egyetlen,
90 ppm eltolodéasnal jelentkezd, valtozatlan intenzitdsu jelet mutatott a pH = 4-10
tartomanyban, ¢és ez a torzskomplexhez rendelhetd. (Feltételezhetd, hogy a
[Sc(PC2AM"BY)]"-komplex nem tartalmaz a fémionhoz koordinlt vizmolekulat, amely
deprotonalédhatna). A kapott “*Sc-NMR jelteriiletek felhasznildsaval, a PSEQUAD
programmal torténd illesztés segitségével szamitottuk ki a komplexet jellemzd stabilitasi
allandokat. A [Sc(PCTA)]-komplex stabilitdsat hasonldéan hataroztuk meg, és az

eredmeényeket a 8. tablazatban foglaltuk ossze.

8. tablazat: A [Sc(PC2AM"®*)]"- és a [Sc(PCTA)]-komplexek stabilitdsi allandoi,
kiegészitve a DO3AM-NI ligandummal [126] alkotott komplex megfelelo értékeivel
(25°C) (pSc = -log[Sc(ITT)]szabad, [Sc(ITT)]ieties = 1x10-8 M, [L]seties = 1x 07 M és pH = 7,4)

DO3AM-NI
PC2AM"BY PCTA
[120]
log A 16,38 16,70 17,38
I 1,00 M NaCl 1,00 M NaCl 0,15 M NaCl
o log Kmr 20,74 21,91 22,36
=
R pSc 19,89 20,21 20,74
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A 8. tablazatban szereplé komplexek koziil az altalunk kordbban vizsgalt
[Sc(DO3AM-NI]-komplex stabilitisa a legnagyobb, azonban ez is elmarad a
[Sc(DOTA)] (log Kscr. = 30,79) és [Sc(DTPA)J* (log KseL = 27,43) megfeleld értékeitdl
[109]. A [Sc(PCTA)]- és a [Sc(PC2AM™")]"-komplexek stabilitasi allandoi kozott egy
nagysagrendnyi kiilonbséget tapasztaltunk, ami a 6-0os poziciéban talalhatd acetat-
oldallanc amidcsoportra torténd cseréjével magyarazhatdé (a latszolagos stabiltasban

azonban alig tapasztalhat6 kiilonbség).

A Mn(Il)-komplex inertségének vizsgalatat P. Caravan €s munkatarsai altal javasolt
modszer szerint kezdtiik vizsgalni [127], azonban pH = 6 koriilmény ¢és nagy feleslegii
Zn(I)-ion jelenlétében a disszociacio nagyon lassu volt. A komplex bomlasat ezért er6sen
savas kozegben vizsgaltuk UV-spektrofotometrias médszerrel (A = 269 nm). A pszeudo-
elsérendli  sebességi egyiitthatok H-iontdl valo fiiggését 0,025 és 0,200 M

savkoncentracid tartomanyban hataroztuk meg, amely adatokat a 47. abran abrazoltuk.

0.05 -

0 0.05 0.1 0.15 0.2
Cy. (mol/dm?3)
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egyiitthatdk a hidrogénion koncentrdcio fiiggvényében (T = 25°C, 1 = 1,0 M (H" +

Na")CL, ckompi = 0,4 mM, 269 nm-en kovetve UV-ldathatd spektrofotometrias modszerrel)

A sebességi egyiitthatok meghatarozasa az alabbi egyenlet felhasznalasaval valosult

ko+k[HT]+ ka[HY]?+ k3[Cu?t]
1+K M2y [HT]

meg: Kyps =

, ahol a ko a spontan disszociaciot, a k; €s a k> a savkatalizalt disszociaciot, a k3 pedig a
kicseréld fémion altal okozott disszociaciot jellemzi. A 47. &bra alapjan lathatd kops
sebességi egylitthatok savfiiggése egy enyhén telitési gorbét eredményezett, ami azt
feltételezi, hogy a savasszisztalt disszocidcio kozben a komplex maga is protonalodik.
Mivel az adatok illesztését kovetden a spontan disszociaciot jellemzd ko egylitthatot csak
nagy hibaval tudtuk meghatarozni (a hiba értéke nagyobb volt, mint maga az egyiitthato),
ezért annak értékét 0-ra rogzitettik (ez természetesen nem az Ondisszocidcié hianyat
jelenti, csupan ilyen savkoncentracié mellett dontden a savasszisztalt disszociacio a
meghataroz6). A [Mn(PC2AM-NI)]-komplexet jellemzd sebességi egyiitthatd és a
monoprotonalt komplex protonalddasi folyamatara jellemz6 egyensulyi allandé értékeket
a 9. tdblazatban adtuk meg ¢és kiegészitettiik a [Mn(3,9-PC2A)]- és a [Mn(3,9-PCTA)] -
komplexek megfeleld értékeivel.

9. tablazat: A [Mn(PC2AM-NI)]-, [Mn(3,9-PC2A)] - és a [Mn(PCTA)] -komplexek

......

egyensulyi allandok értékei

PC2AMNM  39.pC2A[113] PCTA[119]

k (s 0 - 7,0x 103
k (M!s) 0,25+0,02 221 8,2 x 1072
k (M) ; - 3,5 x 102
k (M's?) Nem vizsgalt 3,6 x 102 1,8 x 10
iy M) 0,9+0,6 3,6 x 10° 91
f12(s) (0,1 M HCI) 29,7 0,031 63,4
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A [Mn(PC2AM-NI)]-komplex inertségét jellemzd ki sebességi egyiitthatdo és a
disszociaciot jellemzo felezési id6 (amely egy direkt, a komplex 0,1 M-os s6savban
torténd disszociacios mérésébdl szamitott érték) a [Mn(3,9-PC2A)]- és a [Mn(PCTA)] -
komplexek megfeleld értékei kozott helyezkedik el. A korabbi tapasztalatok alapjan
vartunk ugyan valamilyen mértéki javulast a [Mn(PCTA)]-komplex inertségében a 6-0s
helyzetben 1évd acetatcsoport amidcsoportra torténd cseréje miatt, de még ennek
elmaradésa utan is azt mondhatjuk, hogy nagysagrendileg hasonlo inertséggel rendelkezik
a [Mn(PC2AM-NI)]-komplex, mint a [Mn(PCTA)]-komplex. Viszont jelentds javulas

......

lathaté [Mn(3,9-PC2A)]-komplex disszocidciojat jellemzd sebességi egyiitthatok
szekunder aminocsoport nagy bdzicitdsa joval nagyobb mértékben indukélja a

savasszisztalt disszociaciot.

4.2.2.2.3. A [Sc(PC2AM™Y)]*- és a [Sc(PCTA)]-komplexek kinetikai vizsgalatai

A Sc(Ill)-komplexek esetében vizsgaltuk, hogy savas koriilmények mellett milyen
gyorsan képesek komplexet képezni a PC2AM™" és a PCTA ligandumok. A vizsgalatot
4Sc-NMR méréssel végeztiik, ahol a szabad Sc(Ill)-ionhoz rendelheté jel idébeni
fogyésat kovettiik. A mérés soran a komplexekhez tartozoé jel is fokozatosan megjelent,
igy a [Sc(PC2AM"")]"-komplexhez (91 ppm) és a [Sc(PCTA)]-komplexhez (92 ppm)
tartozo jelek teriileteit is meghataroztuk. A képzddési kinetikdkat a 47. és 48. dbrakon
mutatjuk be. A komplexképzddési folyamat a [Sc(PCTA)]-komplex esetében 1,28-as pH-
n és 20°C-on kb. 300 perc alatt, mig a [Sc(PC2AM"®")]"-komplex esetében egy kicsit
hosszabb 1d0 alatt all be az egyensuly, ilyen kortilmények mellett az egyensulyi allandok
ismeretében csak a komplex részecske talalhaté a rendszerben, a komplexképzdodés 100%-
os. A szabad Sc(Ill)-ionhoz tartozd mérési adatsorokra monoexponencialis illesztést
végeztlink, a latszolagos sebességi egyiitthatd a [Sc(PCTA)]-komplex esetében kops =
2,51(20,12)x10* 5!, mig a [Sc(PC2AM"BY)]"-komplex esetében kops = 1,04(£0,05)x10* s~
I A viszonylag gyors komplexképzddés ilyen savkoncentracié esetében biztatd lehet a

jelolés szempontjabol.
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48. dbra: [Sc(PC2AM"™")]" -komplex képzédésének vizsgalata ©*Sc-NMR-rel
(®: szabad Sc(II) jelteriilete, ®: komplex jelteriilete)
(c(Sc*) = ¢(PC2AM™BY) = 10 mM; pH = 1,28; T = 20°C)
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49. abra: [Sc(PCTA)]-komplex képzédésének vizsgalata ©*Sc-NMR-rel
(®: szabad Sc(III) jelteriilete, ®: komplex jelteriilete)
(c(Sc*") = c(PCTA) =9,5 mM; pH = 1,28; T = 20°C)
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------

savas kozegben (cu+ = 2,6 — 1,6 M HClO4) vizsgaltuk UV-spektroszkdpidval, melynek
eredményét az 50. és 51. abran mutatjuk be.
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1.00E-06 1
8.00E-07 1
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51. abra: [Sc(PCTA)]-komplex savasszisztalt disszociacioja (25°C, cu+ = 2,6 — 1,6 M
HCIOy)
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A kapott kobs sebességi egyiitthatok illesztése soran megéllapithatd, hogy a

------

kovs = ko + ki[H'] egyenlettel végeztiik el. A kapott sebességi egyiitthatokat a 10.
tablazatban foglaltuk 0ssze a sebességi egyiitthatokbol szamitott felezési idokkel egyiitt.

10. tablazat: A [Sc(PC2AM"™*)]"- és a [Sc(PCTA)]-komplexek disszocidacidjat jellemzd
sebességi egyiitthatok és a szamitott felezési idok

PC2AM"Bu PCTA
k(s 0 4,20 x 10
k (M'sT) 3,64 x 107 2,11 x 10
11 (h) 529 30,5

------

megegyezik a [Sc(DOTA )] -komplex megfeleld értékével [127], mig a [Sc(PC2AM™")]*
monoamid szarmazék egy nagysagrenddel lassabban disszocidl er0sen savas kozegben. A
szamitott felezési i1d6k alapjan is megallapithato, hogy a ligandumba beépitett

amidcsoport jelentdsen javitja a komplex inertségét.

4.2.2.2.4 A [Mn(PC2AM-NI)]-komplex relaxivitasanak meghatdrozéasa

A [Mn(PC2AM-NI)]-komplex relaxivitdsat a kutatocsoportban mér kordbban
alkalmazott modszerrel hataroztuk meg. Kiilonmintdkat allitottunk Ossze azonos
ligandum- ¢és valtoz6 Mn(II)-ion koncentraciéval (pH = 7,4 (HEPES), /= 0,15 M NaCl)
¢s mértiik a mintak relaxacios idejét kiillonb6zd térerdn €s hdmérsékleten. Amig a
ligandum feleslege van a mintdkban és feltételezziik, hogy egy tipusu részecske talalhato
a mintakban (maga a MnL komplex a teljes komplexképzddés révén), a mintak mérését
kovetden a kapott relaxacios idOk reciprokdnak értéke linearisan nd a hozzaadott Mn(1I)-
ion mennyiségének ndvelésével. A mért adatokra illesztett egyenes pedig a komplexet

jellemzd relaxivitdst adja meg adott hdmérsékleten és térerdn. A kapott mérési
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eredmények illesztését kovetden a [Mn(PC2AM-NI)]-komplexet jellemz6 relaxivitasokat

az 11. tablazatban foglaltuk 6ssze.

11. tablazat: A [Mn(PC2AM-NI)]-, [Mn(3,9-PC2A)]- és a [Mn(PCTA)] -komplexek
relaxivitasa kiilonbozo tereron és homérsékleten (0,15 M NaCl, pH = 7,4)

PC2AM-NI  3,9-PC2A[113] PCTA [119]

5500 Tlp 1,25 2,91 1,50
50
= i 1,42 3,96 2,37
N
< Fip 1,01
< 37°C
}"zp 1,15
550C Fip 1,11 2,24
50
ol 72p 1,43 4,82
q-“ Fip 0,85
— 37°C
72p 1,08

A [Mn(PC2AM-NI)]-komplex kicsi relaxivitas értékei alapjan elmondhat6, hogy a
komplexben nem talalhatdo a fémionhoz koordindlt vizmolekula, amely biztositand a
megfeleld relaxédcios hatdst. A relaxivitasok kozel megegyeznek a [Mn(PCTA)]-komplex
megfeleld értékeivel, amely hasonléan nem tartalmaz koordindlt vizmolekuldt. A
[Mn(PC2AM-NI)]-komplex  relaxivitdsa  alapjan  nem  alkalmazhat6  MRI
kontrasztanyagként (tervezés alapjan a 6-os pozicidban 1év6é amid oldallanc cseréje vagy
elhagyasa novelhetné a komplex relaxivitasat), ha viszont sikeriil igazolni a nitroimidazol
egység specifikus kotédését a hipoxids sejtekhez, akkor az **Mn-jelzett komplex
potencialis PET radiofarmakon lehet.

PC2A-Ph-NI (8) ligandum Mn(II) és Sc(I1II)-komplexeinek a fizikokémiai vizsgalata

még folyamatban van.

4.2.2.3. PC2AM-NI ¢s PC2A-Ph-NI ligandumok radiojelzése mangan-52 ¢és
szkandium-44 izotopokkal
A kovetkezd kisérletekben a PC2AM-NI és PC2A-Ph-NI ligandumok radiokémiai

vizsgalatat végeztiikk el. Ezek a vegyiiletek 2-nitroimidazol egységiik réven képesek

75



szelektiven kotddni az oxigénhianyos tumorsejtekhez, ezért pozitron-sugarz6 mangan-52
¢s szkandium-44 izotopokkal jelolve alkalmasak lehetnek PET képalkotasra.

4.2.2.3.1 [*>Mn]Mn-PC2AM-NI és a [*>Mn]Mn-PC2A-Ph-NI radiokémiai vizsgélata

A radiokémiai vizsgalatok soran el6szor a PC2AM-NI (7) és PC2A-Ph-NI (8) ligandumok
mangan-52 izotoéppal torténd radiojelzését valdsitottuk meg. A radiokémiai
vizsgalatokhoz a mangan-52 nuklidot *’Cr(p,n)°’*Mn magreakcioval allitottuk eld
ciklotronban szilard kromtarget protonbesugarzasaval [128]. A keletkezett mangan-52
izotopot szilard fazist extrakcioval harom lépésben valasztottuk el a kromtargettdl
Fonslet és munkatarsai altal kidolgozott eljaras szerint [ 129]. Ennek soran eldszor tomény
sosavban feloldottuk a targetanyagot, majd abszolut etanollal higitottuk. A kapott oldatot
anioncseréld AG-X8 gyantaval tisztitottuk, ami szelektiven megkdtotte a mangan(Il)-
ionokat. Ezutan az [*>Mn]mangéanionokat hig sésavval (0,1 M HCI) eludltuk, majd
betoményitettiik az eludtumot és a folyamatot még kétszer megismételtik. Az igy
megtisztitott mangan-52 izotép 0,1 M-os sbésavas oldatat hasznaltuk a radiokémiai
vizsgalatokhoz. Elészor a ligandumok jelzési hatékonysagat vizsgaltuk kiilonb6zo
ligandumkoncentraciok (0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 és 1 mM) alkalmazasa mellett 1 M-os
HEPES (pH = 7) pufferben 37 és 95°C-on. A kiilonb6z6 6sszetételli reakcioelegyekbol
10 perc utan mintat vettiink, amelyek radiokémiai tisztasagat radio-instant vékonyréteg-
kromatografiaval elemeztiik, ahol az allofazis iTLC-SG papir (szilikagéllel impregnalt
iiveg mikroszalas kromatografias papir), mig mozgofazis 0,5 M-os citrat oldat (pH = 5,5)

volt. A radiojelzések soran kapott jelzési hozamok az 52. és 53. abran lathatoak.
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52. abra Az mangan-52 izotoppal torténd radiojelzés hozama kiilonb6z6
ligandumkoncentracioknal 37°C-on.
(®: PC2AM-NI, ®: PC2A-Ph-NI)

A meghatarozott jelzési hozamok alapjan a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik.
37°C-on a PC2AM-NI ligandum esetében mar 0,1 mM ligandumkoncentracié mellett
100%-o0s radiojelzést detektaltunk, mig a PC2AM-Ph-NI eset¢tben 1 mM
ligandumkoncentraciora volt sziikség ennek a jelzési hatékonysagnak az elérés¢hez.
Magasabb homérsékleten, azaz 95°C-on azonban a PC2AM-NI esetében 0,01 mM-os
ligandumkoncentracio is elegendd volt a teljes jeloléshez, mig a PC2A-Ph-NI esetében ez

csak 0,1 mM-os ligandumkoncentracié esetében kdvetkezett be.
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53. abra A mangan-52 izotoppal torténd radiojelzés hozama kiilonbozo
ligandumkoncentracioknal 95°C-on.
(®: PC2AM-NI, ®: PC2A-Ph-NI)
A tovabbi radiokémiai €s in vitro stabilitasi vizsgalatokhoz a PC2AM-NI és PC2A-

Ph-NI  ligandumok  [**Mn]mangénionnal  torténd  jelolését a  kovetkezd
reakciokoriilmények kozott valositottuk meg. El8szor 100 uL [*>Mn]MnCl: (~25 MBq)
0,1 M-os sosavas oldatat 350 uLL HEPES (1 M, pH = 7) pufferrel kevertiik 6ssze, majd
ehhez az elegyhez egyik esetben 50 pL PC2AM-NI vizes oldatot (I mM), mig a mésik
esetben 50 uL PC2A-Ph-NI vizes oldatot (1 mM) adtuk. A radiojelzési reakciot 95°C-on
végeztiik €s a reakcioidé 10 perc volt. Az eldallitott radiokomplexeket mindkét esetben
szilard fazisu extrakcidval tisztitottuk WATERS C18 Plus Light oszlopon. Az *Mn-
komplexek radiokémiai tisztasagat radio-iTLC-vel elemeztiik (all6fazis: iTLC-SG papir,
mozgofazis: 0,5 M-os citrat oldat (pH = 5,5)), ami mindkét esetben nagyobb volt, mint
99% (54. abra).

A tisztitott radiokomplexek stabilitdsat patkdnyszérumban, EDTA ligandum és
esszencidlis fémionok jelenlétében vizsgaltuk. A radiojelzett vegyiiletek in vitro
szérumstabilitds vizsgalata soran a komplexek vizes oldatait patkanyszérummal kevertiik

Ossze és a keverékeket inkubaltuk szobahOmeérsékleten 4 6ran at.
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54. dabra *’Mn-jelzett komplexek radio-iTLC kromatogramja A: [>Mn]Mn-PC2AM-NI
radio-iTLC kromatogramja; B: P>Mn]Mn-PC2A4-Ph-NI radio-iTLC kromatogramja
(All6 fazis: iTLC-SG papir, mozg6 fazis: 0,5 M-os citrat oldat (pH =5,5))

A ligandumcsere kisérlethez 0,2 M-os EDTA (pH = 7,4) oldatot alkalmaztunk. A
fémcseréhez 0,1 mM-os ZnCl; (1 pL), 0,01-0s mM CuCl; (1 pL), 1,02 mM-os MgCl, (24
puL) és 2,28 mM-os CaCla (24 pL) oldatokat elegyitettiik és ezt az elegyet adtuk a
radiokomplexek vizes oldatahoz, majd a keveréket inkubaltuk szobahémérsékleten 4 6ran
at. Az egyes keverékekbol vett mintdkat oranként elemeztiik radio-iTLC-vel a fent
emlitett koriilmények kozott. A stabilitdsi vizsgalatok eredményeit az 12. és 13.

tablazatban gyijtottiik ossze.

12. tablazat A [>’Mn]Mn-PC2AM-NI komplex stabilitasvizsgdlatainak eredményei

[3*Mn]|Mn-PC2AM-NI szizalékos mennyisége Kiilonbozé

Stabilitési teszt idépontokban vett mintakban
1 6ra 2 6ra 3 6ra 4 6ra
szérumstabilitas 100 100 100 100
ligandumcsere Na2H:2EDTA-val 59 52 50 48
fémcsere endogén fémionokkal 100 100 100 100

Az elvégzett vizsgalatok alapjan a szérumstabilitasi és a fémcserés kisérletek sordn
mindkét 2Mn-jelzett komplexet nagy stabilitds jellemezte 4 Oran keresztiil, mivel a

mintdk radiokémiai tisztasaga 100% volt a vizsgalt idépontokban. Ugyanakkor mindkét

.....
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[**Mn]Mn-PC2AM-NI-nek csak 48%-a és a [>*Mn]Mn-PC2A-Ph-NI-nek csak 22%-a
maradt intakt 4 ora elteltével.

13. tablazat A [’Mn]Mn-PC2A-Ph-NI komplex stabilitasvizsgalatainak eredményei

[3Mn]Mn-PC2A-Ph-NI szazalékos mennyisége a Kiilonb6zé

Stabilitasi teszt idépontokban vett mintidkban
1 6ra 2 6ra 3 6ra 4 6ra
szérumstabilitis 100 100 100 100
ligandumcsere Na:HEDTA-val 67 53 30 22
fémcsere endogén fémionokkal 100 100 100 100

A radiojelzett komplexek lipofilitdsdnak a vizsgalata soran meghataroztuk a jelzett
vegyiiletek logP értékeit, amely [>>Mn]Mn-PC2AM-NI esetén -2,32, mig a [>>Mn]Mn-
PC2A-Ph-NI esetén -1,42 volt. A kapott eredmények alapjan a radiofarmakonok
hidrofilak, de a [**Mn]Mn-PC2A-Ph-NI komplex esetében valdsziniileg a ligandumban

talalhat6 fenil csoport hatasara a radiofarmakon tulajdonsagai eltolodtak a lipofil irdnyba.

4.2.2.3.2 A [**Sc]Sc-PC2AM-NI és [**Sc]Sc-PC2A-Ph-NI radiokémiai vizsgalata

Ebben a fejezetben a PC2AM-NI és PC2A-Ph-NI ligandumok ciklotronban eléallitott
szkandium-44 izotoppal torténd radiojelzésérdl szamolunk be. Az izotdp eldallitdsa,
tisztitasa a 4.2.1.3. fejezetben leirtak szerint tortént. A radiojelzést a kdvetkez6 modon
valositottuk meg: a tisztitott szkandium-44 oldat 100 pL-es frakcijadhoz 250 pL
NH4OAc/HOACc puffert (3M, pH =4) és 60 uL prekurzor toérzsoldatot (1 mg/mL) adtunk.
Az elegyet 95°C-on 15 percig melegitettiik. A jelzési hozam a [**Sc]Sc-PC2AM-NI
esetében 95%, mig a [*Sc]Sc-PC2A-Ph-NI esetében 96% volt. A *Sc-jelzett
komplexeket forditott fazisu extrakcids oszloppal (Waters C18 Plus Light) tisztitottuk és
tisztitas utan a radiojelzett vegyiiletek radiokémiai tisztasaga >99%, amelyet radio-HPLC-

vel hataroztunk meg (55. ébra).
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55. dbra A **Sc-komplexek radiokémiai tisztasdgdanak vizsgalata radio-HPLC-vel A:
[#*Sc]Sc-PC2AM-NI radio-HPC kromatogramja; B: [**Sc]Sc-PC2A-Ph-NI radio-HPLC
kromatogramja (oszlop: Kinetex XB-C18 2.6 pm (50 % 4.60 mm); eluens A: oxélsav (0.01
M, pH = 3), eluens B: 95% acetonitril; aramlési sebesség: 1 mL/perc; gradiens: 0 perc:
100% A, 1 perc: 100% A, 10 perc: 100% B, 10.1 perc: 100% A).

Ezutdn meghataroztuk a [**Sc]szkandiumionnal jeldlt ligandumok logP értékeit,
amely a [**Sc]Sc-PC2AM-NI esetében -2,44, a [**Sc]Sc-PC2A-Ph-NI esetében pedig -
1,25 volt. A mért logP értékek alapjan mindkét **Sc-jelzett komplex hidrofil volt, de a
fenil gytir(it tartalmazé szdrmazék kevésbé. Ez a tendencia azonos a Mn-komplexek
esetében tapasztaltakkal.

Végiil vizsgaltuk a **Sc-komplexek stabilitdsat és inertségét az >>Mn-jelzett
komplexek esetében alkalmazott koriilmények kozott. A *Sc-jelzett radiofarmakonok
nagyfoku stabilitast és inertséget mutattak a szérumstabilitasi, ligandumcsere és fémcsere
vizsgalatok sordn 4 oOran keresztiil, mivel a keverékekbdl vett mintak radiokémiai

tisztasaga >99%.
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4.2.2.4. Mn- és *Sc-jelzett PC2AM-NI és PC2A-Ph-NI bioldgiai vizsgalata

A kovetkezdkben a >Mn- és **Sc-jelzett PC2AM-NI. illetve PC2A-Ph-NI vegyiiletek
preklinikai vizsgalatanak eredményeit mutatjuk be. A kisérleti radiofarmakonok ex vivo
szervi megoszlasos vizsgalatdhoz egészséges (kontroll) C57Bl16 egereket alkalmaztunk.
Az in vivo biodisztribuciés PET képalkotashoz viszont B16F10 melanomatumort
hordozd, 12 hetes him C57Bl6 egereket hasznaltunk. Az ex vivo vizsgélatokat és a PET
felvételeket is 90 és 240 perccel a >*Mn- és **Sc-jelzett PC2AM-NI és PC2A-Ph-NI
radiofarmakonok intravénas beadasa utdn végeztik. Az ex vivo vizsgalatok soran
meghataroztuk a radiokomplexek szervi megoszlasat és kiiiriilésiik modjat, a kapott
eredményeket a 56. és 57. dbra foglalja dssze.

u[°2Mn]Mn-PC2AM-NI 90 min  ®[>2Mn]Mn-PC2AM-NI 240 min
2[52Mn]Mn-PC2A-Ph-NI 90 min 0 [52Mn]Mn-PC2A-Ph-NI 240 min

500 4 mepehélyag Ovizelet
400 4
300
200
100 ’_{_‘ -I‘h

0 -
90 min 240 min | 90 min 240 min

[52Mn]Mn-PC2AM-| [32Mn]Mn-PC2A-
NI Ph-NI

%ID | gramm szovet

%ID / gramm szovet
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K\ (\“ \@Q o<° R & & .o\*%
2 & O A &£
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56. abra ’Mn-jelzett PC2AM-NI és PC2A-Ph-NI komplexek ex vivo szervi megoszIldsi
vizsgadlata egészséges egerekben 90 és 240 perccel a radiofarmakonok intravénds
beaddasa utain A %ID/g szovet értekeket atlag + SD-ként adjuk meg (n= 5
egér/radiofarmakon/mérési id6pont).
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57. abra **Sc-jelzett PC2AM-NI és PC2A-Ph-NI komplexek ex vivo szervi megoszldsi
vizsgalata egészséges egerekben 90 és 240 perccel a radiofarmakonok intravénds
beaddasa utin. A %ID/g szovet értékeket atlag + SD-ként adjuk meg (n=5
egér/radiofarmakon/mérési idépont).

A 56. és 57. abran jol lathato, hogy a majban, a vesékben, a vékony- és vastagbélben,
valamint az epeholyagban is magas radiofarmakon-felvétel volt tapasztalhatd a vizsgalt
idépontokban mindegyik radiogyogyszer esetében. Ez azt jelenti, hogy a
radiofarmakonok a vesén kiviil, a maj-epe rendszeren keresztiil is iiriiltek. A tobbi vizsgalt
hasi és mellkasi szervben alacsony radiofarmakon-felvétel figyelhetd meg a **Sc-jelzett
vegyiiletek és a “>Mn-PC2A-Ph-NI alkalmazasa sordn 90, valamint 240 perc inkubalsi
id utan is. Ezzel ellentétben a >>Mn-PC2AM-NI komplex esetében viszonylag nagy
radiogyogyszer felhalmozodas lathatd még a tiidoben, szivben, a nyal- ¢és
hasnyalmirigyben mindkét vizsgalt iddpontban (56. abra).

A B16F10 tumort hordoz6 allatokrdl késziilt PET felvételek (58. abra) 6sszhangban

vannak az ex vivo biodisztribucids vizsgalatokkal. Itt is jol lathaté, hogy a
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radiofarmakonok nem csak a vesén, hanem a hepatobiliaris rendszeren keresztiil is

tavoznak a szervezetbol.
[32Mn]Mn-PC2AM-NI [32Mn]Mn-PC2A-Ph-NI

90 min 240 min 90 min 240 min

koronalis

t.axialis

[44Sc]Sc-PC2A-Ph-NI
- 90 min 240 min
c
o
(o]
N
®
e
%
©

w—p B16F10 melanoma

58. dbra Reprezentativ bomlas-korrigalt PET felvételek B16F10 melanomatumort
hordozé egerekrél 90 és 240 perccel a [P>Mn]Mn-PC2AM-NI, a [>’Mn]Mn-PC2A-Ph-NI,
valamint a [**Sc]Sc-PC2AM-NI és a [**Sc]Sc-PC2A-Ph-NI intravénds injekcidja utdn és
14+1 nappal a B16F10 melanomasejtek transzplantdcioja utan. Piros nyilak a B16F10
daganatot jelzik.

A bomlés-korrigalt PET-felvételek kvantitativ analizise soran kapott tumorfelvételi
adatokat a 14. tablazat tartalmazza. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a

szubkutan noévekvd B16F10 melanoma daganatok oxigénhidnyos teriiletei egyértelmiien
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azonosithatok a hipoxids sejteket célzd *Mn- és *Sc-jelzett PC2A-Ph-NI
radiofarmakonokkal. Ezzel ellentétben az >’Mn- és **Sc-jelzett PC2AM-NI komplexek
esetében alacsony tumor akkumulacidt €s tumor-izom aranyt kaptunk, igy ezek a
radiojelzett vegyliletek jelen formajukban nem alkalmasak a tumorhipoxia kimutatasara.

14. tablazat Az in vivo biologiai eloszlasi adatok kvantitativ SUV analizise (n = 3 kontroll
dllat/radiofarmakon) 90 és 240 perccel a radiogyogyszerek beaddsa utan

[*Sc]Sc-PC2AM-NI [*4Sc]Sc-PC2A-Ph-NI
Inkubaciés ido 90 min 240 min 90 min 240 min
B16F10 tumor SUVmean 0,08+0,02 0,04+0,02 0,14+0,03 0,10+0,03
izom SUVmean 0,02+0,01 0,01+0,01 0,05+0,01 0,01+0,01
T/M arany 4,04+0,02 4,02+0,02 2,81+0,04 10,12+0,24
[**Mn]Mn-PC2AM-NI [3*Mn]Mn-PC2A-Ph-NI
Inkubéciés ido 90 min 240 min 90 min 240 min
B16F10 tumor SUVmean 0,02+0,01 0,01+0,01 0,26+0,09 0,12+0,03
izom SUVmean 0,01+0,01 0,01+0,01 0,05+0,02 0,02+0,01
T/M arany 2,01+0,02 1,00+0,02 5,21£0,12 6,07+£0,04

4.3 Radioaktiv bizmut polioxopalladat komplexek eldallitasa és vizsgalata
Kutatomunkank soran azt a célt tliztiik ki, hogy hordozémentes, azaz csak radioaktiv
[1*Bi]bizmutionokat tartalmazé Bi-POP komplexeket allitsunk elé. Az -N3 és -COOH
csoportokkal funkcionalizalt fenilcsoportokat tartalmazd kocka- ¢és csillag alakl
palladatok tiregébe a Bi(Ill)-ionok képesek stabilan beépiilni és a képzddé komplexek
biologiailag aktiv molekuldhoz kapcsolds utdn alkalmasak lehetnek bioldgiai
felhasznalasra is. A radiokémiai kisérleteinkben ciklotron altal termelt bizmut-205/206
izotopokat hasznaltunk a bizmut-213 izotdép helyettesitdjeként, az utdbbi nehéz
hozzaférhetésége miatt. A bizmut-205/206 izotdpot ciklotronban allitottuk eld
természetes 6lomfolia besugdrzasaval. Besugarzas utdn 24 orat vartunk, azért, hogy a
rovid felezésli izotopok elbomoljanak. Ezutan 7 M-os HNOj3 oldatban (2 mL) feloldottuk

a targetanyagot ¢és ezt az oldatot felére paroltuk, majd leszlrtiik. A sziirletet vizzel
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tizszeresére higitottuk. A bizmut-205/206 izotopkeveréket a targetanyagtol TK200-as
gyantan valasztottuk el. Ez egy trioktilfoszfin-oxid alapi gyanta, ami képes megkdtni a
bizmutot, mig az 6lom nem k&tddik hozza. Az elvélasztas soran a higitott szlrletet a
prekondicionalt TK200 gyantan atengedtiik, majd a gyantat mostuk 0,7 M-os HNO3
oldattal és végiill bizmut-205/206 izotopkeveréket 7 M-os HNO; oldattal eluéltuk.
Beparlas utan 0,1 M-os sésav oldatban oldottuk fel a bizmut-205/206 izotopkeveréket és
ilyen forméban hasznaltuk fel a radiojelzésekhez.

A radioaktiv jelolési reakciok alapjat a Bi-POP-ok esetében mar sikeresen alkalmazott
szintetikus eljaras adta [76]. A [2°?%Bi]BiPd2AsL ([[2?°Bi]BiPdi,032(AsPh)s]>) és
[205206Bi]BiPd12AsLy  ([[2*?°°Bi]BiPd12032(AsCsHaN3)s]*")  szintézisét 0,5 M-os
natrium-acetat oldatban végeztiikk Pd(OAc): jelenlétében. Ehhez az elegyhez adtuk hozza
a 2052%Bj.izotopok 0,1 M-os sésavval késziilt oldatat, valamint az adott fenil-arzenat
szarmazékot ¢és 80°C-on melegitettik a reakcioelegyet. A [>*2%Bi]BiPdi2AsLc
([[>*°*Bi]BiPd12032(AsCsH4sCOO0)s]"*) és [295206B{]BiPd;sPL
([[>*°Bi]BiPd;5040(PPh)10]™") esetében a [2°Y2%Bi]|BiCl; oldat adagolasa késleltetett
volt, azaz 15 perc 80°C-os melegités utan adtuk a reakcidelegyhez. A radiofém
beépiilésének vizsgalatira, valamint a megmaradt szabad [>*?%Bi]bizmut-ionok
kimutatasara radio-vékonyréteg-kromatografiat (radio-TLC) alkalmaztunk.
Megallapitottuk, hogy 10 perc reakci6idd elegendd volt a bizmut-205/206 izotdppal jelolt
POP-ok teljes képzddéséhez, mert 10 perc utan a radiokémiai hozam nagyobb volt, mit
99% mind a négy esetben. A radioaktiv jel6lés soran a pH barmilyen beéllitdsa bonyolult
lett volna a reakcioelegy kis térfogata €s a rovid reakcioidé miatt, de erre a kelléen nagy
pufferkapacitas miatt nem is volt sziikség. A radio-TLC-s vizsgélatokhoz eldszor forditott
fazisu TLC lemezt (RP-18) alkalmaztunk, mig a mozgdfazis viz és acetonitril 1:2 aranyu
elegye volt a Gott és munkatarsai altal leirt modszer szerint [77]. Kiprobaltuk azonban
egy 1TLC moddszert is, ahol az 4llo6fazis iTLC-SG papir és a mozgotazis 0,05 M-os
NaCOs oldatot volt. Ennek soran azt tapasztaltuk, hogy jobb lett az elvéalasztas, mivel

simabb alapvonalat kaptunk (59. dbra).
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205206g3+  208206B;Pd,,AsL 205206+ 205206BiPd,; As Ly

205.»‘206Bi3» 205206 BiPd 2 AsLc 205v‘:06Bi3+ 205206 BiPd,sPL

59. dbra A [?"P"Bi]BiPd2AsL, [**?"Bi]BiPd2AsLy, [?*?’Bi]BiPdi2AsLc  és
[?%?%Bi]BiPd;sPL reakcioelegyek radio-iTLC kromatogramjai (allo fazis: iTLC-SG
papir, mozgo fazis: 0,05 M-os Na>COs oldat)

Radio-iTLC kromatogramok kimutattak, hogy az Osszes bizmut-205/206 izotop
sikeresen beépiilt a POP kozponti iiregébe, mivel nem volt kimutathaté szabad
[295206Bi]bizmut-ion a kiindulasi pontban, viszont a [***?%Bi]Bi-POP komplexek az
oldoszerfronttal egyiitt mozogtak. A radioaktiv termékek azonositasahoz forditott fazisu
vékonyréteg-kromatografiaval (RP-TLC) vizsgaltuk a reakcidelegyeket és allofazisként
szilikagél 60 RP-18 F254s réteget, a mozgotazis pedig viz és acetonitril 1:2 aranyt elegyét
hasznaltunk. A bizmut-205/206 izotoppal jelolt komplexeket radioaktivitasuk alapjan,
mig a nem radioaktiv, nem radioaktiv standard Bi-POP komplexeket UV aktivitdsuk
alapjan detektaltuk. A retencios faktor (Rf) 0,90 volt a [2°Y?°Bi]BiPdi,AsL és 0,91 a nem
radioaktiv BiPd;2AsL komplexek esetében (60. abra). A [2°2%Bi]BiPd;,AsLy esetében
az Ry érték 0,656 volt, mig nem radioaktiv BiPd12AsLN esetében 0,66. (61. abra) Mivel a
[205206B{]BiPd 2AsL és [2°¥2%Bi]BiPd2AsLx komplexek Ry értékei és a nem radioaktiv
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sztenderd komplexek Ry értékei jo egyezést mutattak, ezért ezeknek a vegyiileteknek az

azonositasa sikeres volt.

Start
Front

10 20 30 40 50 60 =

60. dbra A: Radio-TLC kromatogram [***?"Bi]BiPd >AsL, Rf = 0,9; B: Hideg BiPd:AsL
RP-TLC kromatogramja, Rf = 0,91 (allo fazis: RP-TLC lap, mozgo fazis: viz:acetonitril
1:2)

Front

T———y—
10 20 30 40 so €0 mm

61. abra A: Radio-TLC kromatogram [***?"Bi]BiPd;>AsLy, Rf = 0,656, B: Hideg
BiPd2AsLy RP-TLC kromatogramja, Rf = 0,6 (allo fazis: RP-TLC lap, mozgo fazis: viz-
acetonitril 1:1)

A kozel azonos Ry értékek alapjan kijelenthetjiik, hogy a radiojelzés sordn a kivant
[20529Bi]Bi-POP vegyiileteket allitottuk eld, annak ellenére, hogy a reakci6 soran eltérd
koncentracio-tartomanyt alkalmaztunk a standard Bi-POP-ok szintéziséhez képest.

Sajnalatos modon a BiPdi2AsLc és a BiPdisPL esetében a szilikagél 60 RP-18 F254s

réteggel végzett TLC vizsgélat nem volt sikeres, mivel nem taldltunk olyan mozgo6tazist,
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amely a sztenderd ¢és a radioaktivan jelolt Bi-POP-okat a felcseppentés helyérdl
elmozditotta volna.

A bizmut-205/206 izotdppal jelolt POP-ok eléallitasa utan sziikség van arra, hogy a
jelzett komplexeket elvalasszuk a feleslegben 1évé Pd(OAc):-tdl, szerves arzonattol,
natrium-acetattol és szabad [2°2%°Bi]bizmutionoktél, mert ez elengedhetetlen a
radiofarmakonok tovabbi biologiai felhasznalhatosdgahoz. Az elébb felsorolt
komponensek reakcidelegybdl torténd eltavolitdsara a szilardfazisu extrakcié (SPE)
hatékonysagat vizsgaltuk. El6szor a reakcidelegyeket egy 0,22 pm-es fecskenddsziirdvel
szlrtiik, ezzel a 1épéssel eltavolitottuk a feleslegben maradt szilard Pd(OAc);-ot. Ezutan
a sziirletben 1év6 [2°2%Bi]BiPd;,AsL-komplexet egy SPE oszlopon (Waters SepPak C18
Light) kotottiikk meg, amelyet el6zdleg 5 ml etanollal és 10 ml vizzel kondicionaltunk. Ezt
kovetden 1 ml vizzel lemostuk a szennyezédések maradékat is és végiil a 2°2%Bi-jelzett
POP molekuléat 33%-o0s etanolos oldattal elualtuk az SPE oszloprol. Tisztitds utan ismét
megvizsgaltuk a 2°2%Bi-jelzett POP komplex tisztasdgat forditott fazisti vékonyréteg-
kromatografiaval (RP-TLC) és instant vékonyréteg-kromatografiaval (iTLC) is. Ennek
soran nem detektaltunk UV-aktiv szennyezddéseket az RP-TLC kromatogramon és nem
talaltunk radioaktiv szennyezddéseket az iTLC kromatogramon sem, ennek megfeleléen
a tisztitott [2°>2%Bi]BiPd;»AsL radiokémiai tisztasaga >98% volt. Sajnos azonban a masik
harom [*°?%°Bi]Bi-POP komplex ezzel a modszerrel nem volt tisztithats. A
[205206Bi]BiPd 2AsLy esetében irreverzibilis adszorpciot, mig a [2°¥2%Bi]BiPd 2AsLc és
[205206Bi]BiPd;sPL esetében alacsony retenciot figyeltiink meg. Ezen [2°9?%Bi]Bi-POP-
ok tisztitdsahoz tovabbi kisérletekre van sziikség.

Ezutan in vitro stabilitasi vizsgalatot végeztiink. A szérumstabilitasi vizsgalatahoz a
tisztitott  [2°?*Bi]BiPdi2AsL-t patkanyszérummal inkubdltuk szobahémérsékleten.
Kiilonb6z6 1d6kézonként (0, 20, 60, 120 és 180 perc) mintakat vettlink, amelyeket radio-
TLC-vel analizaltunk. A radio-TLC kromatogram szerint a [>°*?%Bi]BiPd;»AsL-komplex
mar 20 perc elteltével atalakult a stabilitasvizsgalat sordn, mivel a kapott aktivitasfolt alig

mozdult el a kiindulasi pontbdl (62. dbra), amit egy fehérje-aggregatum képzddésével
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magyaraztunk. A tobbi radio-TLC kromatogram is ugyanazt az eredményt mutatta, ami

hasonlitott a Gott ¢s munkatarsai altal mar korabban k6zolt megfigyeléshez [77].

2ol START FRONT

. 205206 BiPd,AsL -
. fehérje aggregitum

5 H N W e oo

10 20 30 40 60 mm

62. abra A [**"Bi]BiPd;,AsL és a patkany szérum keverékének radio-TLC
kromatogramja 20 perc inkubdlas utan (allo fazis: RP-TLC, mozgo fazis: viz-acetonitril
1:2)

A szérumstabilitasi tesztet elvégeztilk még foszfatos sooldatban (PBS pufferben) is
azért, hogy szimulaljuk a véraramban talalhat6 pH-t és ioner6séget (PBS, pH = 7,2), de
ebben az esetben is ugyanazt az eredményt kaptuk, mint a vizben végzett vizsgalatok
soran. A fehérje-aggregatum kialakuldsat a [>°?%Bi]BiPdi;AsL nyolc aromas
feddcsoportjanak patkanyszérummal valod kolcsonhatdsaval magyarazhatjuk. Szamos
gadolinium alapu kontrasztanyagrol ismert, hogy az aromas ligandumokat tartalmazo
fémkomplexeknek igen erds a kdlcsonhatdsa a human szérumalbuminnal (HSA) [130].
Ezeknek a komplexeknek a vérdramban vald hosszu tartozkodasi idejét az magyarazza,
hogy a HSA és a komplexek fenilcsoportjai dsszekapcsolodnak. A [2°¥2%°Bi]BiPd »AsL-
ben nyolc aromds csoport taldlhatd, amelyek valdsziniileg részt vesznek az
aggregacioban.

Erdemes megemliteni, hogy elézetes kisérleteket végeztiink az a-sugarzé bizmut-213
izotoppal, hogy radioaktivan jelolt [>'°Bi]Bi-POP-ot allitsunk elé. Ennek soran a bizmut-
213 1izotopot sikeresen épitettiik be a BiPdi2AsL és BiPdi2AsLn kdzponti iiregébe a
fentebb emlitett radiojelzési eljarasokkal. A 2'*Bi-generator rovid életideje miatt azonban

tovabbi kisérletekre nem volt lehetdséglink.
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4.4 Albuminkoté egység hatasanak a vizsgalata ®*Ga-, 29%206Bi- és 177Lu-jelzett DOTA
konjugélt NAPamid-szarmazékok farmakokinetikai tulajdonsagaira

A kutatdomunka ezen részében azt terveztiik, hogy megvizsgaljuk a 4-(p-jod-fenil)-

butdnsavnak, mint albuminkdté egységnek hatdsat a melanoma szelektiv, [**Ga]Ga-,

[205206Bi]Bi- és ['""Lu]Lu-izotopokkal jelzett DOTA konjugalt NAPamid szarmazék

bioldgiai tulajdonsdgaira. Ettél a kémiai mddositastol azt reméltiik, hogy csokkenteni

fogja az irodalombol ismert NAPamid szdrmazék [131] szervezetbdl torténd gyors

eliminaciojat €s nagymértéki vesefelvételét.

4.4.1 4-(p-j6d-fenil)-butansavat tartalmaz6 DOTA-NAPamid (24) szintézise

A tervezett 24-es NAPamid-szarmazékot tobblépéses szilard fazist peptid szintézissel
(63. abra) allitottuk eld, Umbrict s munkatarsai [132] altal leirt mddszerrel analog
moédon. Az elsé 1épésben a 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc) csoporttal és 1-(4,4-
dimetil-2,6-dioxo-ciklohex-1-ilidén)-etil csoporttal (Dde) védett lizin szarmazékot (15)
kapcsoltuk a gyantahoz kotott, védett NAPamid molekuldhoz (16) O-(benzotriazol-1-il)-
N,N,N',N'-tetrametil-uronium-hexafluor-foszfat (HBTU) kapcsoldszer és etil-diizopropil-
amin (DIPEA) jelenlétében N, N-dimetil-formamidban. Az Fmoc véddcsoport eltavolitasa
utan 4-(p-jod-fenil)-butansavat (19) konjugaltunk a 18-as NAPamid szdrmazékhoz a
kordbban emlitett kapcsoldsi modszerrel. Ezutan a kapott 20-as vegyiiletrél a Dde
véddcsoportot 2%-os hidrazin DMF-es oldataval tavolitottuk el. Ezt kdvetéen DOTA-
trisz(t-Bu)-észtert (22) kapcsoltuk a 21-es peptid szabad amino csoportjdhoz a fent
emlitett konjugalasi kortilmények kozott. Végiil trifluor-ecetsavas hidrolizissel egyrészt
eltavolitottuk a véddcsoportokat, valamint a peptid szarmazékot lehasitottuk a gyantarol
¢s igy kaptuk a 4-(p-jod-fenil)-butansavat tartalmaz6é DOTA konjugalt NAPamid
szarmazeékot, a DOTA-IPB-NAPamidot (24). A 24-es vegyiiletet félpreparativ forditott

fazisut HPLC modszerrel tisztitottuk, és tomegspektroszkdpidval azonositottuk.

91



O. OiNH O. oiNH "

o
O védett HBTY O
N napamia _O DIPEA o N N védett
o HN” "COOH DMF 50 % piperidig_ 7 CH, NAPamid
16 védett S BMEben
7 7 NAPamid
CHy (:HJ i 0 18
HsC. CH,
CHy CHy OH | HBTU
DIPEA
Dde-Lys(Fmoc)-OH (15) ! o DMF ,

19 o
PbfHN__NH W
Y NH
TN

GO A A R LR AL ’
SZHO AR, oo sriE)g
o NAPamid
CHs
5> HiC
NBoc y o 20

+

COO(Bu

o CH,
16 ? 2% hidrazin DMF-ben
o
X o
O5¢-© L _oH NH
Py
G e 0
O~ M N HN védett O
I Yo, HN— NaPamid
22 HBTU a
DIPEA

o
H;N NH
NH

OQCLX ﬁ:-ﬂ j}wg?%){(dkyd\m

COOH

to L
\ﬁ\/ __4\/(::/ HN

o o
° n O
NH
24 HN- 0)/\

o
I\ /“:\4
N
OH
HoN_ NH DOTA-IPB-NAPamid 0 [ j
HO NN =0
c=
HN/\ e’ N \/l
7 OH
o
H
)k \)K N \)K \)K '
/Y s
Scook E > \H
>/\ N /‘Cﬁo
o NN oH
25 [ ]
NN =
DOTA-NAPamid HO\CJ N~ \/(li’o
Jd OH

63. abra Az albuminkoto egységet tartalmazo DOTA-IPB-NAPamid (24) szintézise

4.4.2 Radiokémiai vizsgalatok

A 4-(p-j6d-fenil)-butansavat tartalmazé6 DOTA-IPB-NAPamid szarmazé¢k (24)
radioaktiv jelolését eldszor a diagnosztikus [**Ga]galliumionnal valositottuk meg (tin =
68 perc, I = 89%, Emax(P+) = 1,92 MeV), amelyet ciklotronban %Zn(p,n)**Ga
magreakcioval allitottunk eld [133]. A targetanyagot 5 M-os s6savban oldottuk fel, majd

eldszor ZR ioncseréld gyantan megkotottiik. 5 M-os sésavas mosas utan 2 M-os sosavval
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elualtuk a %®*Ga-at. Ezutan az eluatumot TK200-as gyantan tovabbi tisztitasnak vetettiik
ald. A TK200-as gyantarol 0,05 M-os sésavval frakcionaltan elualtuk le %®Ga izotopot.
[%¥Ga]GaCls oldat pH-jat NH4OAc/HOAc pufferrel (3 M, pH = 4) éllitottuk be, majd a
prekurzor hozzaadasa utan 95°C-on 15 percig melegitettiik. A radiojelzést magas jelzési
hozammal (~98%) valdsitottuk meg

Ezt kovetden preklinikai vizsgalatokhoz a 24-es vegyiiletet bizmut-205/206 izotop
keverékkel jeloltiik, amelyet konnyebb hozzaférhetdésége miatt az alfa-emittaldo bizmut-
213 izotdp helyettesitéjeként alkalmaztuk. A bizmut-205/206 izotdpok ciklotronban
torténd eloallitasat és tisztitdsat a 4.3 fejezetben leirt moddszerrel végeztik. A
radiojelzésekhez bizmut-205/206 izotdpok 0,1 M-os sdsavas oldatat hasznaltuk fel. A
reakcioelegy pH-jat ebben az esetben is NH4OAc/HOAc (3 M, pH = 4) oldattal allitottuk
be, majd a prekurzor hozzaadasa utan 10 percig 95°C-on melegitettiik az oldatot. A jelzett
komplex eléallitasa soran kivald jelolési hozamot értiink el (~98%).

Ezen kiviil kivalo jelzési hozammal (~98%) végrehajtottuk a 24-es prekurzor
radiojelzését béta-emittalo lutécium-177 izotoppal is. Ebben az esetben natrium-acetat (3
M, pH = 4) oldattal allitottuk be a pH-t és csak 6t percig melegitettiik a reakcidelegyet
95°C-on.

Tovabba elvégeztiik a kereskedelemben kaphato DOTA-NAPamid ligandum (25, 63.
4bra) radioaktiv jeldlését is [*Ga]Ga-, [2*?%Bi]Bi- és [!"’Lu]Lu-izotopokkal a fent
emlitett reakciokoriilmények kozott, és ezeket a radioaktiv komplexeket referenciaként
hasznaltuk a preklinikai vizsgalatok soran.

A radiojelzett vegyiileteket szilard fazisu extrakcidval tisztitottuk Waters C18 Plus
Light oszlopon, ennek soran a reakcioelegyeket kondicionalt Water C18 Plus Light
oszlopra vittiik fel, majd vizes mosés utan alkohollal elualtuk a jelzett komplexet. A
preklinikai vizsgélatokhoz az eludtumokat beparoltuk és a radiofarmakonokat Salsol
oldatban oldottuk fel. A %®Ga-jelzett radiofarmakonok tisztasigat radio-HPLC-vel
hataroztuk meg (64. abra), mig a 2°>?%Bi- és !"’Lu-jelzett komplexek esetében radio-iTLC
modszert alkalmaztunk erre a célra. (65. dbra) A vizsgélatok alapjan az eldallitott

radiokomplexek radiokémiai tisztasdga minden esetben 98% feletti volt.
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64. dabra [**Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid radio-HPLC kromatogramja (oszlop: Luna
C18 3 um (150 x 4.6 mm), eluens A: 0,01% TFA, eluens B: 95% ACN).
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65. dbra A: [*"?"Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid radio-iTLC kromatogramja; B: [’ Lu]Lu-
DOTA-IPB-NAPamid radio-iTLC kromatogramja (allo fazis iTLC-SG papir, mozgo fazis:
0,5 M-os citrat oldat (pH = 5,5))

A tisztitds utan megvalositottuk a jelzett vegyiiletek in vitro stabilitdsvizsgalatait
szérum, 0,2 M EDTA oldat és fémionok (Mg?*: 0,51 mM, Ca*": 1,14 mM, Zn>*: 0,01 mM,
Cu?": 0,001 mM) jelenlétében a korabbi fejezetekben (4.2.1.3) leirt médon. A kiilénbdz6
idépontokban vett mintak analizise soran nem tapasztaltuk a jelzett vegyiiletek bomlasat,
igy azt mondhatjuk, hogy a radiokomplexek nagy stabilitdssal rendelkeztek szérum
oldatban, tovabba a ligandumcserével és a fémcserével szemben is inertek maradtak a
vizsgalt koriilmények kozott.

Ezen kiviil meghatdroztuk a radiofarmakonok oktanol/viz megoszlasi koefficiens

értékéit is, amelyeket a 15. tablazat ismerteti. A kapott logP értékek azt mutatjak, hogy az
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albuminkoté egységet (IPB) tartalmazod komplexek lipofilebbek, mint a radiojelzett
referencia vegyiiletek.

15. tablazat A kiilonbozo radioféemekkel jelzett DOTA-NAPamid és DOTA-IPD-
NAPamid logP értékei.

DOTA-NAPamid DOTA-IPB-NAPamid
szarmazékok logP értékei szarmazékok logP értékei
gallium-68 jelzett -3,46 -2,12
bizmut-205/206 jelzett -3,65 -2,32
lutécium-177 jelzett -2,60 -1,26

4.4.3 Az eléallitott radiojelzett komplexek preklinikai vizsgalata
4.43.1 A [®®Ga]Ga-DOTA-NAPamid és a [**Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid bioldgiai
vizsgalata

A [%®*Ga]Ga-DOTA-NAPamid és a [**Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid tumor célzasi
potencialjanak és szervi megoszlasanak a vizsgalatat in vivo PET képalkotassal és ex vivo
biodisztribucidval valositottuk meg B16F10 tumort hordozo egerek felhasznéldsaval. Az
irodalombdl ismert BI6F10 tumor modell jol alkalmazhat6 a rosszindulati melanomat
célz6 radiofarmakonok vizsgalatara, mivel magas MC1-R-expressziot mutat. [134].

A PET felvételek kvalitativ elemzése soran megallapithatd, hogy a szubkutan névekvd
daganatok egyértelmlien azonosithatok mindkét MC1-R-specifikus radiofarmakonnal
végzett vizsgalat sordn. A kapott tumor-akkumulaciok alatdmasztjak, hogy a ®*Ga-jelzett
radiofarmakonok megfeleld mértékben kotddnek az MCI-R receptorhoz és igy
alkalmasak a melanomatumorok kimutatasara. Azonban magasabb radiofarmakon-
felvétel volt megfigyelhetd a nem célzott szovetekben, szervekben a [®3Ga]Ga-DOTA-
IPB-NAPamid esetében a [**Ga]Ga-DOTA-NAPamid-hoz képest (66. dbra).

Tovabba a bomlaskorrigalt PET-felvételek kvantitativ analizisének eredményei
alapjan szignifikans kiilonbség figyelhetd meg a két ®3Ga-jelzett vegyiilet kozott, mert a
SUVmean érték 0,43 £ 0,09 a [**Ga]Ga-DOTA-NAPamid esetében, mig 1,31 + 0,24 a
[%¥Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid esetében (p < 0,05). Ez az eredmény &sszhangban van

azokkal az irodalmi adatokkal [131], amelyek szerint a kiillénb6z6 albuminko6td egységek
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(pl. a 4-(p-jod-fenil)-butansav (IPB)) beépitése a molekuldba ndveli a kisméretii, gyors
kitiriilésti, daganat-specifikus vegyiiletek bioldgiai felezési idejét és ezzel parhuzamosan
a tumor-akkumulécidjukat is.

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

8
8
N suv suv
" "
Lo
S
c
2
0
o

66. abra Reprezentativ bomlaskorrigalt PET felvételek B16F 10 melanomatumort hordozo
egerekrél 90 perccel a [*Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [*°Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid
intravénas injekcioja utan és 9 = 1 nappal az MC1-R pozitiv egér B16F 10 melanoma sejt
transzplantacioja utan. Piros nyilak: B16F10 daganat, fekete nyil: sziv.

Az in vivo adatokkal parhuzamosan a megndvekedett keringési id6 hatdsa az ex vivo
szervi megoszlasos vizsgalatok eredményeiben is megmutatkozott. A [*3Ga]Ga-DOTA-
IPB-NAPamid radiofarmakonnal végzett vizsgalatokban a vizsgalt szervekben ¢és
szovetekben magasabb radiotracer felvételt mértiink, mint az albumink6td nélkiili
[*¥Ga]Ga-DOTA-NAPamid esetében (p < 0,01; 16. tiblazat). Tovabba a [**Ga]Ga-
DOTA-IPB-NAPamid megnyujtott keringési idejét a vérben mért magas radioaktivitas is
igazolta, mivel a vér %ID/g értéke 14,21 + 1,87 volt a radiofarmakon beaddsa utan 90
perccel. Mig a [®®Ga]Ga-DOTA-NAPamid felvételi mintazatanak értékelése soran, a
vesék kivételével alacsony radioaktivitast észleltiink a vizsgéalt hasi és mellkasi

szervekben.
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16. tablizat A [**Ga]Ga-DOTA-NAPamid és a [**Ga] Ga-DOTA-IPB-NAPamid ex vivo
szervi megoszlas vizsgalata BI16F10 daganatot hordozo egerekben 90 perccel a
radifarmakonok intravénds beaddasa utan és 9 + I nappal a tumor indukcio utan. A %I1D/g
szovet értékeket atlag £ SD-ként adjuk meg. n=35 egér/radiofarmakon. A [®Ga]Ga-
DOTA-NAPamid ¢és a [®®Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid felhalmozédasa kozotti
szignifikancia szint a vizsgalt szervekben €s szovetekben: p < 0,01 (**).

szerv/szovet [®*Ga]Ga-DOTA- [*®Ga]Ga-DOTA-IPB-
NAPamide (%ID/g) NAPamide (%ID/g)

vér 0,35+0,10 14,21+1,87**

maj 0,31+0,08 2,64:+0,11%*

lép 0,15+0,02 2,37+0,25%*

vese 3,07+0,35 4,57+0,88

vékonybél 0,35+0,13 2,41+0,03**

vastagbél 0,30+0,01 0,92+1,25

gyomor 0,24+0,09 2,97+1,38%*

izom 0,08+0,02 1,01+0,18%**

tiido 0,33+0,06 6,32+0,91**

sziv 0,10+0,06 5,14+0,72%*

agy 0,03£0,01 0,28+0,02**

zsir 0,16+0,03 2,02+0,65**

B16-F10 tumor 1,18+0,27 5,06+1,08+**

SD: standard deviation

Az elvégzett preklinikai vizsgélat alapjan az albumink6td egység jelenléte
csokkentette a [**Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid komplex diagnosztikai PET agensként
valo alkalmazasanak a potencialjat a referencia vegyiilethez képest, ami féleg a nem

célzott szervekben talalt magas radiofarmakon-felhalmozodasnak a kovetkezménye.
4.4.3.2 A [**2%Bi]Bi-DOTA-NAPamid és a [***?°Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid ex

vivo szervi megoszlasa

A [?2%Bi]Bi-DOTA-NAPamid és a  [*°*°Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid
radiofarmakonok MC1-R-specificitasanak és szoveti felvételi mintdzatanak értékelésére
csak ex vivo biodisztribucids vizsgalatokat végeztink B16F10 daganatot hordozo,

himnemt C57BL/6 egerek felhasznéaldsaval. Ebben az esetben a PET képalkotas nem volt
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lehetséges, mivel a bizmut-205/206 izotdop nem rendelkezik olyan radioaktiv sugarzassal,
amelyet a PET kamera képes detektalni.

A 205206Bj jelzett radiofarmakonok vizsgalata soran kapott %ID/g adatok (17.
tablazatban) szoros korrelaciot mutattak a ®3Ga-jeldlt vegyiiletek ex vivo szervi megoszlas
vizsgalata soran kapott felvételi értékekkel (9. tablazatban).

17. tablazat A [?*?"Bi]Bi-DOTA-NAPamid és a [***?"Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid ex
vivo biologiai megoszlasi vizsgalata B16F'10 daganatot hordozo egerekben 90 perccel a
radiofarmakon intravénds beaddsa utan és 9 + I nappal a tumor indikdcio utan. A %ID/g
szovet értékeket atlag + SD-ként adtuk meg. n=>5 egér/radiofarmakon. A [>*2%Bi]Bi-
DOTA-NAPamid és a [*°?%Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid felhalmozodasa kozotti
szignifikancia szint a kivalasztott szervekben és szovetekben: p < 0,05 (*) és p < 0,01

szerv/szovet [205206Bj| Bi-DOTA- [205206Bj| Bi-DOTA-IPB-
NAPamide (%ID/g) NAPamide (%ID/g)

vér 0,34+0,08 13,75+3,58"

maj 1,09+0,17 2,54+0,91"

lép 0,53+0,12 2,07+1,35™

vese 8,7843,601 3,8540,55

vékonybél 0,31+0,19 1,9940,21*

vastagbél 0,39+0,11 1,02+0,86

gyomor 0,18+0,07 1,5941,11™

izom 0,04+0,02 1,20+0,75™

tiido 0,44+0,08 6,14+1,62"

sziv 0,16+0,03 4,52+1,13*

agy 0,04+0,03 0,25+0,10™

zsir 0,03+0,02 1,50+0,96™

B16-F10 tumor 3,14+0,32 4,50+0,98"

SD: standard deviation

rom

A két 2052%Bijelzett vegyiilet ex vivo vizsgilata sordn eltéré biodisztribucios

profilokat kaptunk. Osszehasonlitva a két 20%2%Bi-jelzett vegyiiletnek a vizsgalt

crer

[205206Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid értékei szignifikdnsan nagyobbak voltak (p < 0,05 és
p<0,01)a[>*2%Bi]Bi-DOTA-NAPamid értékeihez képest. Ez egyrészt azt mutatja, hogy
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lipofilabb jellege miatt, amit a korabban mért logP értéke is alatdmaszt, az albumink6td
csoportot tartalmazo vegyiilet magasabb hepatikus és alacsonyabb renélis akkumulacioval
rendelkezik (17. tablazat), azaz a [*°?%Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid eliminacidja a
szervezetbdl a hepatobilidris rendszeren keresztiil is végbe megy.

Tovabba a [2%2%Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamiddal kezelt allatok esetében nagyobb
radiofarmakon-felvétel torténik a vérben és a vérbd szervekben, azaz a tiidoben és a
szivben, ami az albuminkotd egységgel rendelkezd radiofarmakon megndvekedett
keringési idejével magyarazhatd. Ezek a farmakokinetikai tulajdonsadgok rontjak ennek a
Bi-komplexnek a klinikai felhasznalhatosagat.

Ezzel szemben a [2*>?%Bi]Bi-DOTA-NAPamid szervi megoszlasos vizsgalata soran
a vizsgalt szervekben ¢s szovetekben mérsékelt radiofarmakon-felvételt észleltiink, ami
megegyezett kutatocsoportunk 2!°Bi-jelzett DOTA-Napamid szdrmazékok vizsgalataval
kapcsolatos korabban publikélt kutatdsi eredményeivel [135]. A [2°2%Bi]Bi-DOTA-
NAPamid esetében a gyors vese kiiiriilést a vér alacsony aktivitasa és a radiofarmakon
magas vesefelvétele (8,78 + 3,61%ID/g) igazolta.

Vizsgaltuk még a 2052%Bi-jelzett DOTA konjugalt NAPamid szarmazékok MC1-R-
specificitasat B16F10 melanomatumort hordoz6é egerekben 90 perccel a
radiogyogyszerek beadasa utan. A B16F10 daganatok nagymértékii radiofarmakon-
felvétele bizonyitja a 2°52%Bi-jelzett NAPamid molekulak tumorcélzé képességét, mivel
a tumor radiofarmakon-felvétele 3,14 + 0,32%ID/g a [2*?%Bi]Bi-DOTA-NAPamid és
4,50 + 0,98%ID/g a [*°?'°Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid esetében. Az albuminkétd
egyseggel rendelkez6 radiofarmakon esetében ugyan valamivel nagyobb volt a BI6F10
tumor radiofarmakon-felvétele, de a [*°*?%Bi|Bi-DOTA-NAPamid nagymértékii tumor
akkumulacigja elhanyagolhaté m4j felvétellel parosult (%ID/g: 1,09 + 0,17), ami magas
tumor/hattér aranyhoz vezetett és ez egy nagyon fontos paraméter a klinikai

felhasznalhatdsag szempontjabol.
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4.4.3.3 [""Lu]Lu-DOTA-NAPamid és ['”’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid biologiai
vizsgélata

A biologiai kisérleteink harmadik részében in vivo képalkotd és ex vivo biodisztriblicios
vizsgalatokat végeztiink a B-sugarzo !7'Lu-jelzett NAPamid szarmazékok tumorfelvételi
tulajdonsagainak és daganatcélzasi potencidljdnak a meghatdrozasara. Az in vivo
SPECT/CT képalkotd vizsgalatok alapjan a szubkutdn ndvekvd B16F10 daganatok
egyértelmilen azonosithatok voltak a ['”’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid injekcié beadasa
utdn 24 o6raval; ugyanakkor az albuminkdtd egységgel nem rendelkezd referencia
vegyiilet esetében a rosszindulati daganat nem volt kimutathaté ebben a vizsgélati

id6épontban (67. abra).

177 Lu]Lu- (177 Lu]Lu-DOTA-
DOTA-NAPamide  IPB-NAPamide
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67. abra Reprezentativ MIP SPECT/CT-vizsgdlatok B16F10 daganatos egerekrol 24
éraval a [V’Lu]Lu-DOTA-NAPamid és ['7"Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid intravénds
beaddsa utan és 9 £ I nappal a szubkutan MC1-R pozitiv B16F 10 sejtbeiiltetés utdn. Piros
nyil: BI6F10 daganat. MIP: 3D maximalis intenzitasu vetités.

Ezek az eredmények jol korrelaltak az ex vivo biodisztribucids adatokkal (18.

tablazat), amelyek szintén megerdsitették a ['”’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid
szignifikdnsan megndvekedett (p < 0,01) tumorfelvételét a [!"’Lu]Lu-DOTA-

NAPamidhoz képest. Hasonldan a %Ga- és 29¥20%Bi-jelzett radiofarmakonokhoz, az
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albuminko6té rész  jelenléte felelds a megndvekedett tumorfelvételért ¢és a
tumorretencioért. A logP értékekkel Osszhangban, ebben az esetben is magasabb
méjakkumulaciot figyeltiink meg az IPB-tartalmi !’ Lu-jeldlt radiofarmakon esetében, de
érdekes modon a vese radiofarmakon-felvétele is emelkedett volt (18. tablazat). Ez arra
utalhat, hogy a farmakon a vesén, valamint a mé4j-eperendszeren keresztiil is iriil.
Tovabba ebben az esetben is emelkedett radiofarmakon-dasulés volt talalhaté a vérben és
a vérbd szervekben, ami az albuminkotd egység miatti megnovekedett keringési idovel
magyarazhato.

18. tablazat A ['”’Lu]Lu-DOTA-NAPamid és a [’ Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid ex vivo
biodisztribucios vizsgalata B16F 10 daganatot hordozo egerekben 24 oraval az intravénds
radiofarmakon injekcio utan és 9 = 1 nappal a tumor indukcio utan. A %ID/g szovet
értékeket atlag + SD-ként adjuk meg. n=35 egér/radiofarmakon. A ['7’Lu]Lu-DOTA-
NAPamid és a [!”’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid kozotti szignifikancia a kivalasztott
szervekben és szovetekben a kovetkezo volt p < 0,01 (**).

szerv/szovet [Lu]Lu-DOTA-NAPamide ['’Lu]Lu-DOTA-IPB-
(%ID/g) NAPamide (%ID/g)

vér 0,02+0,02 3,71+0,73*"

maj 0.24+0,13 1.97£0.13"

1ép 0,07+0,04 1,32+0,20"

vese 1,85+0,79 5,58+1,59
vékonybél 0,01+0,01 0,60+0,03""
vastagbél 0,02+0,02 0,61£0,11*"

gyomor 0,02+0,01 0,69+0,11™

izom 0,00+0,00 0,33+0,07""

tid6 0,04£0.03 2502024

sziv 0,01+0,00 1,30+0,12""

agy 0,00+0,00 0,08+0,01™"

zsir 0,01+0,01 0,67+0,34"
B16-F10 tumor 0,1620,15 4,16:1,86"

SD: standard deviation

Osszegezve a %3Ga-, 205206Bi- és '7"Lu-jelzett komplexek vizsgalata soran kapott in
vivo €és ex vivo biodisztribucids eredményeket, megallapithatjuk, hogy az albumink&td
egységet tartalmazé %Ga-, 2092%Bi- és !'""Lu-jelzett MCI1-R specifikus NAPamid

radiofarmakonok megndvekedett keringési idejiik miatt szignifikdnsan nagyobb
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radiofarmakon-felvételt mutattak B16F10 melanoma daganatokban ¢és a tobbi vizsgalt
szervben az IPB egység nélkiiliekhez képest.

Tovabba azt is elmondhatjuk, hogy az 6sszes vizsgalt NAPamid-alapt radiofarmakon
szelektiv. MC1-R kot képességgel rendelkezett, ezért a diagnosztikai gallium-68
izotoppal jelzett szarmazékok a MCI-R expresszaldé malignus melanoma
diagnosztikdjara, mig a terapias bizmut-213 és lutécium-177 izotdppal jeldltek az MC1-
alkalmasak.

Megjegyzendd azonban, hogy az albuminkotd egység bevezetése elsdsorban a hosszu
felezési idejii lutécium-177 izotoppal jeldlt radiofarmakon esetében volt igazan elényds.
Mivel a rovid felezési idejii ®3Ga, valamint a 2*Bi helyett 2°>*Bi nuklidokkal jelzett
radiofarmakonok intravénas beaddsa utdn 90 perccel végzett kisérletekben az IPB-vel
konjugalt DOTA-NAPamid megndovekedett keringési ideje ugyan novelte a
radiofarmakon tumorfelvételét, ugyanakkor magas hattérfelvételt is eredményezett. Ez a
nem célzott szovetekben taldlhaté magas radiofarmakon-felvétel rontja a PET képek
kontrasztjat, de a terapids bizmut-213 izotdppal jelzett vegyiilet esetén is elonytelen a
klinikai felhasznalhatdsag szempontjabol.

A radiofarmakonok intravénas beadasa utdn 24 oraval elvégzett kisérletekben az
albuminkétd egység bevezetése jelentésen ndvelte a ['7’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid
tumorfelvételét, mig az IPB egységet nem tartalmaz6 referencia vegyiilet mar nem is volt
kimutathatd ebben az id6pontban. Ugyanakkor a [!”’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid
esetében 1s magas radiofarmakon-felhalmozddast mértiink a vérben és a vérbd
szervekben, és ennek csokkentése elengedhetetlen a komplex klinikai felhasznéalashoz.
Ezért a tovabbi kutatdsok soran célszerlibb lenne a 4-(p-jod-fenil)-butdnsav helyett az
albuminhoz kisebb mértékben kotddd molekularészletet alkalmazni albuminkotd

egysegként, példaul p-(tolil)vajsavat, mert igy kikiiszobolhetnénk ezt a problémat [136].
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5. Anyagok és modszerek

A PC2AM"™" (14) ligandum szintéziséhez hasznalt kiindulasi vegyiileteket a Merck Life
Science Kft., Tokyo Chemical Industry és Fluorochem, mig az olddszereket a VWR
International Kft. és a Molar Chemicals Kft. cégektdl szereztik be. Az
oszlopkromatografias tisztitdist UV-VIS detektorral felszerelt CombiFlash® EZ Prep
kompakt flash kromatografon (#68-5230-026) végeztiik, a késziilékhez pedig Redisep®
Rf Gold szilikagélt tartalmazo flash oszlopot haszndltunk. Az 4ramlési sebesség 40
mL/perc volt. A reakciok kovetését €s a termékek tisztasaganak ellendrzését Waters 2690
Separation Module analitikai HPLC rendszerrel végeztilk, melyhez Waters 996
diddasoros detektort és Phenomenex Luna® 5 um C18(2) 100 A, 150 x 4,6 kolonnat
kapcsoltunk. A kolonnatér hdmérséklete 25°C-os volt, az d&ramlasi sebességet 1 mL/perc-
re allitottuk és a jelek detektalasat 220 és 260 nm-en végeztiik. Az A eluens: 5% TFA, B
eluens: MeCN, mig az alkalmazott gradiens a kovetkezd volt: 0 perc: 100% A, 15 perc:
10% A, 16 perc: 100% A, 25 mL/perc-es dramlasi sebesség mellett. A ligandumok végsé
tisztitasat YL9120S UV/VIS detektorral kapcsolt YL9100 HPLC rendszerrel (Youngin
Chromass) valdsitottuk meg, az elvalasztast Phenomenex Luna® 5 #m C18(2) 100 A, 250
x 21,2 mm (Part No: 00G-4252-P0-AX) kolonnan végeztiik 25 mL/perc aramlasi sebesség
mellett. A HPLC-s vizsgélatokhoz hasznalt old6szerek (VWR International Kft. cégtdl
vasaroltuk) mindsége HiPerSolv Chromanorm gradient grade.

A vegyiiletekrdl felvett 'H- és 1>*C-NMR spektrumokat Bruker Avance DRX 360 MHz-es
(5 mm-es QNP mérofejjel felszerelt) és Bruker Avance II 500 MHz (5 mm z-gradiens
BBI méréfejjel felszerelt) spektrométerrel rogzitettik. A spektrumok kémiai
eltolodasanak kalibralasdhoz deuteralt oldoszereket hasznaltunk. A HR-MS spektrumokat
a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének munkatérsai (Dr.
Gaspar Attila, Nagy Cynthia Noéra) mérték Bruker maXis II UHR ESI-QTOF MS
késziilékkel.

A tovabbi kisérletekben hasznalt reagensek €s oldoszerek nagy részét a Sigma-Aldrich-
tol szereztiik be €s tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. 2,2',2".2"'-(1,4,7,10-
tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetrail )tetraccetsav(DOTA) és a DOTA-trisz(tBu) észtert
(16) ChemaTech-t6] vasaroltuk. A DOTA-NAPamid (19) prekurzort az ABX-tdl
szereztik be. CASLO ApS-t6l rendeltik az Ac-Nle-Asp(tBu)-His(Trt)-(D-Phe)-
Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Gly-Lys peptidet MBHA gyantdhoz (8) kotve. Az ultratiszta vizet és
a sosavat Carl Roth-tol vasaroltuk meg. A vékonyréteg kromatografidhoz Kieselgel 60
Fas4 (Merck) TLC lapot hasznaltunk, mig a detektalas UV fénnyel tortént. Az 'H (400
MHz) és 13C (128 MH) NMR spektrumokat Bruker DRX-400 spektrométer segitségével
vettiik fel. A 'H NMR mérések soran a belsd standardként TMS-t (0,000 ppm)
alkalmaztunk. Az LC-MS méréseket Waters Acquity UPLC Iclass rendszerhez kapcsolt
maXis I[I UHR ESI-QTOF MS Bruker tomegspektrométerrel valdsitottuk meg. A Waters
LC Module 1 HPLC rendszert Luna C18 10 pm (250 x 10 mm) oszloppal hasznaltuk a
félpreparativ HPLC tisztitdsokhoz és az A eluens: 0,1% hangyasavat vagy TFA volt, mig
a B eluens: acetonitril vagy 95%-0s acetonitril volt. Analitikai HPLC-s vizsgalatokhoz
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Waters 2695 Alliance HPLC rendszert alkalmaztuk Luna C18 3 um (150 x 4.6 mm)
oszloppal, valamint a fent emlitett eluensekkel. Kivételt csak a szkandium-44 jelzett
vegyiiletek vizsgalata képzett, ahol az A eluens: 0,01 M (pH = 3) oxalsav oldat volt. A
félpreparativ HPLC rendszer esetében UV detektort alkalmaztunk, mig radioanalitikai
mérések esetén az UV detektor mellett ATOMKI 120 Csl szcintillacids radioaktiv
detektort hasznaltunk. Az cluens készitéséhez a vizet a Milli-Q, 18.2 MQcm—1
viztisztitobol nyertiik, mig az acetonitrilt Fisher Solutions-t6l rendeltiik. A radiokémiai
kisérletekhez a gallium-68 izotopot egyrészt ®*Ge/*Ga izotopgeneratorbol (Eckert-
Ziegler, eluens: 0,1 M u.p. HCI) nyertiik, de egyes kisérletekhez a DE KK Orvosi
Képalkot6 Klinika Nuklearis Medicina Tanszéken talalhato ciklotronban eldallitott ®3Ga-
ot hasznaltuk. A t6bbi alkalmazott izotopot, azaz a **Sc-t, 3>Mn-t és a 2052%Bi-ot szintén
a tanszéken talalhato ciklotronban allitottuk el6. A mangan-52 izotdp eldallitdsdhoz
hasznalt kromot az Alfa Aesar-tdl szereztiik be. A lutécium-177 izotopot az IZINTA
Trading Co. Kft-t6l (Magyarorszag) vasaroltuk. A mintdk radioaktivitasat CAPINTEC
CRC-15PET késziiléken hataroztuk meg. A radioizotopok tisztitasahoz az AG® 1-X8
gyantat a Bio-Rad-t6l, a ZR, a TK200-as ¢és a DGA gyantdkat pedig a Triskemtdl
szereztik be. A radiofarmakonok tisztitasdhoz hasznalt szilard fazisi oszlopokat a
kovetkezd cégektdl vasaroltuk, a SepPak® C18 Plus és SepPak® C18 Plus Light
oszlopokat a Waterst6l, mig a LiChrolut EN oszlopot a Mercktl. A Strata SCX SPE
oszlopot a Phenomenextdl szereztiikk be. A radioTLC-hez iTLC-SG papirt az Aglient
Technologiestdl szereztiik be. Az iTLC kromatogramokon a radioaktivitdst MiniGinta
TLC-szkennerrel detektaltuk és az adatok kiértékelését a GINA-Star TLC szoftverrel
végeztik.

5.1 Kémiai szintézisek
A kémiai szintézisek a fliggelékben talalhatok.

5.2 Analitikai modszerek

5.2.1 A ligandumok ¢és a Sc(IIl)-komplexek pH-potenciometrias vizsgalata

Az egyenstlyi méréseket a DO3AM-NI esetében 37°C-on, mig a PC2AM™ esetében
25°C-on végeztik. A ligandumok protonalddasi allanddinak meghatarozasahoz pH-
potenciometrids titralast végeztiink 0,16 M NaOH-val, az 5,00 mL-es minta ~2 mM
koncentracioban tartalmazta a ligandumot. A protonalt és tercier hidroxi-komplexek
képzddését pH-potenciometrias titralassal vizsgaltuk, ennek sordn az elézetesen eldallitott
komplexet (2 mM) standardizalt NaOH oldattal titraltuk. A logkmu-iL érték
kiszamitasahoz a Vnaon — pH adatokat a 1,68 — 11,85 pH tartomanyban hataroztuk meg.
A pH-potenciometrias titralasokat Metrohm 785 DMP Titrino titrdld egységhez tartozé
Metrohm-6.0233.100 kombinalt elektrodaval végeztiik. A kétpontos kalibraciohoz KH-
ftalat (pH = 4,005) és borax (pH = 9,177) puffereket hasznaltunk. A titralt mintakat
magneses keverdvel kevertiik, és N> gazt buborékoltattunk at az oldatokon, hogy tavol
tartsuk a CO»-t a mintatol. A [H'] mért pH-értékekbdl torténd kiszamitasahoz az Irving
¢s munkatarsai altal publikalt modszert alkalmaztuk [137]. A mddszer soran a 0,01 M HCI
oldatot standardizalt NaOH oldattal titraltunk 0,15 M NaCl ionerdsség mellett 37°C-on.
A mért (pHread) és a szamitott pH (-log[H']) értékek kozotti kiillonbségeket hasznaltuk az
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egyensulyi H" koncentracio pHmeas értékekbdl torténd meghatarozasahoz a titralas soran.
Az egyensulyi allandok kiszamitdsahoz a PSEQUAD programot hasznaltuk [138].

5.2.2 A Sc(Ill)-komplexek 'H és ¥*Sc-NMR mérései

Az 'H- és *Sc-NMR méréseket (400 MHz, illetve 97 MHz) Bruker VT-1000
hdszabalyozoval és BB inverz z-gradiens mérofejjel (5 mm) felszerelt Bruker DRX 400
(9,4 T) spektrométerrel végeztiik. A kinetikai kisérleteket 25°C-on, mig az egyensulyi
vizsgalatokat a Sc-PC2AM"BY esetében 25°C, a Sc-DO3A-NI esetében 37°C-on végeztiik
és kapillarisban 1év6 D,O-t hasznaltunk a lockolashoz. A *Sc-NMR mérések jellemz6
paraméterei a kovetkezoek voltak: TD = 32k, a 90° impulzushossza pl = 15,6 us, a
késleltetési id6hossza d1 = 0,1 s, scan-nek szdma NS = 128. Az Sc(Ill)-komplexek
képzoédési reakcidjat 'H- és *Sc-NMR spektroszkopidval kovettiik, a Sc-DO3A-NI
esetében 3,80 mM ligandumot és 4,90 mM ScCls-at tartalmazott a minta, amelynek teljes
savkoncentracidja 1,54 pH-nak felel meg. A Sc-PC2AM"B" komplex képzddésének
vizsgalatahoz olyan mintat allitottunk 6ssze pH = 1,28 savtartalommal, melyben 10,04
mM ligandum ¢és 10,01 mM ScCls volt. A Sc-DO3A-NI egyensulyi vizsgalatdhoz
Osszesen hat mintat (0,70 cm?) készitettiink 0,05 — 0,2 M teljes H" koncentracioval és
amelyekben a [Sc(Ill)] = [DO3AM-NI] = 3,32 mM volt vizben 0,15 M NaCl alland6
ionerésség mellett. A Sc-PC2AM™" komplex stabilitdsanak meghatarozasahoz 12 mintat
allitottunk 6ssze, melyekben a fémion és a ligandumkoncentréciodja sorra 3,02 és 3,09 mM
¢s a mintak savtartalma 0,80 és 0,05 M kozott valtozott. A mintadkban az egyenstly
beallasat 90 napon at kovettiik. Az Sc(Il) csere a szabad Sc(IIl) és az Sc(DO3AM-NI)
komplex kozott, valamint a ligandum csere a szabad és a kotott ligandum kozott a ,,lasst
csere” tartoméanyba esik az aktudlis NMR iddskalakon (**Sc- és 'H NMR). Az Sc(Ill)yi,
4Sc-NMR jelének (8 = 0 ppm) intenzitasa pontosan mérhetd volt, mig az Sc(DO3AM-
NI)-komplex széles jelének intenzitdsa nem. Megmértiik viszont a 2-nitroimidazol-rész
aromas tartomanyba esé 'H-NMR-jeleinek intenzitisat a szabad ligandum és az
Sc(DO3AM-NI)-komplex esetében is. A Sc(PC2AM"®") komplex vizsgalata esetében a
43Sc-NMR  spektrumokban 92 ppm-nél lathaté a komplex széles jele (v= 950 Hz),
melynek jelteriilet értékeivel is szamoltunk a stabilitds meghatarozasanal. Az Sc(Ill)aq
43Sc-NMR jelének molaris integral értékeit meghatéaroztuk a 0,015 M HCI-t tartalmazé 50
mM-os ScCls oldattal, mint referencia mintaval. Az NMR intenzitds értékeket a
PSEQUAD programmal illesztettiik, és igy kaptuk meg a stabilitasi allandot, a logKscL-t.
A megadott hiba az illesztés bizonytalansagat jelenti. Az Sc(DO3AM-NI)-komplex
disszoci4ciods kinetik4jat 1 M HCl-oldatban vizsgaltuk, kovetve az Sc(Ill)vi; *Sc-NMR
jelének megjelenését €s novekedését a 7,30 mM Sc(DO3AM-NI)-komplexet tartalmazo
mintaban.

spektrofotométerrel
A Sc-PC2AM"BY komplex disszociacigjanak savkoncentracio-fliggését
spektrofotometrids modszerrel vizsgaltuk JASCO V-760 késziilékkel A = 280 nm-en. A
mintak komplexkoncentracioja 0,32 mM volt, a minték teljes savtartalma 2,6 — 1,6 M
kozott valtozott, melyet HClO4-val biztositottuk. A méréseket 25°C-on és 0,15 M NaCl
ionerdsség mellett végeztilk. A disszociacids vizsgalatok soran kapott exponencialis
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fiiggvényeket a lent megadott egyenlettel illesztettiik, melybdl a latszolagos sebességi
egyltitthatok (kobs) hatarozhatok meg:

A=Ay + (Ag — Ay)xelobs! (1)
ahol az A a t idopontban mért abszorbancidt, az Ao a Sc(Ill)-komplex, mig az a Ay a

crer

5.2.4 A Mn-PC2AM-NI komplex fizikokémiai vizsgalata

5.2.4.1 pH-potenciometria

A fémkomplexek termodinamikai stabilitdsat, ha a komplexképzddést jol mérheté pH
valtozas kiséri, akkor 4&ltaldban pH-potenciometrids titralassal vizsgéljak, mivel a
komplexképzOdési folyamat soran a fémionok leszoritjdk a protonokat a ligandum
donoratomjairdl, amely kompeticiot hoz létre. Ezen folyamatok megvaltoztatjadk az oldat

crcr

mindenekel6tt ismerniink kell a ligandum protonalddasi allandoit:

Hi.1L+H*+ = HiL )
H _ _ [HiL]
LT [HiaL][H] ©)
A fémkomplexek keletkezési reakcidinak és a stabilitasi szorzatanak dsszefiiggései:
pM™" + gH* + rL™ = M H LTI )
B _ MquLII?n+q—rm
pqr — [MD+]P[H+]d[Lm—]T )

Ha azt feltételeziik, hogy az oldatban a fém és a ligandum ardnya az 1:1 (ami a
radiofarmakonok esetében csaknem minden esetben igy van), illetve azok kiilonb6zd
protonaltsagu részecskéi keletkeznek, akkor az alabbi matematikai Osszefiiggésekkel
irhatok le toltések nélkiil:

__ [ML]
KmL = g (©)
H _ [MHL]
ML = [MLj[e] %

rrrrr

A PC2AM™M ligandum és Mn(Il)-ionnal alkotott komplexének pH-potenciometrids
mérésével a ligandum protonalddasi, valamint a Mn(II)-komplex protonalodasi és
stabilitasi allandgjat hataroztuk meg. A protonalodasi folyamatot a 3-as egyenlet irja le,
melyben a [H], a[Hi.iL] (i=1) és a [HiL] (i = 2,3...) a hidrogénion, a ligandum és annak
feltételezhetd, hogy a ligandum ¢és a Mn(Il)-ion komplexképzddése soran csak egymagvu
komplex képzddik, igy a komplexet, valamint annak protonalddasat jellemz6 stabilitasi
allandokat a 6-os és 7-es egyenletek irjak le, melyekben a megfeleld részecskék
egyensulyi koncentracioi talalhatok.

A pH-potenciometrids mérésekhez egy Metrohm 702SM tipust Titrino automata titratort
hasznaltunk, melyhez egy Metrohm 6.00234.100 kombinalt {ivegelektrédot
csatlakoztattunk. Az Osszedllitott mintak kezdeti térfogata 5 mL, az ionerdssége pedig
0,15 M volt, melyet NaCl oldattal allitottunk be. A titralas soran 25°C-on termosztaltuk a
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rendszert, melybe folyamatos N> gazt buborékoltattunk. A titrdlds soran pH = 2-12
puffer felhaszndlasadval hataroztuk meg. A pH-mérdket kétpontos kalibracidval
kalibraltuk KH-ftalat (pH = 4,002), illetve natrium-tetraborat (pH = 9,177) pufferek
alkalmazaséaval. A felhasznalt MnCl; tdrzsoldat analitikai tisztasagli sobol késziil, pontos
rendszert jellemzd Irving faktort (mely a valddi és mért pH értékek kozotti kiilonbséget
mutatja) pH < 2,4 tartomanyban,[137] mig pH > 11 tartomanyban a vizionszorzatot
hataroztuk meg.

crer

rrrrr

rrrrr

lug fogyés — pH adatparokat illesztettiik. [138]

5.2.4.2 A [Mn(PC2AMNM)]-komplex relaxivitisanak meghatarozasa

A [Mn(PC2AMNM)]-komplex relaxivitdsat kétféle térerdn (0,49 és 1,41 T), illetve
hémérsékleten (25°C ¢és 37°C) mértilk Bruker Minispec MQ20 és MQ60 kisterli
relaxométereken. A 71 relaxacios idoket inverzio atviteli kisérlettel, mig a 7> relaxacids
idéket CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) szekvencia alkalmazasaval hataroztuk meg.
A mintak Ossztérfogata 300 puL volt, melyek mindegyikében 50 mM HEPES (pH = 7,00)
¢s 0,15 M NaCl koncentraciot allitottunk be. A mintak ligandumkoncentracioja 1,62 mM
volt, ehhez képest a mintdkban talalhatdé kiilonbozé Mn(II)-koncentracié kisebb és
nagyobb volt. igy a kisebb Mn(II)-koncentracié tartomanyban mért relaxacios idékbél a
kialakult komplex relativitidsa hatarozhat6 meg.
5.2.4.3 UV-lathato spektrofotometrias mérés
allando, 1 M-os ionerdsséget tartalmazo mintdkban, mikozben a savkoncentracio hatasat
vizsgaltuk a disszociacid sebességére. A méréshez JASCO V-760 késziiléket hasznaltunk
és a disszociaciot A = 275 nm-en kovettiik. A mintak térfogata 700 pl volt melyekhez az
elére elkészitett [Mn(PC2AMNM)]-komplex oldatanak 35 pL mennyiségli részletét adtuk.
A mérés sordn rogzitett abszorbancia értékek exponencidlisan valtoztak, az adatok
illesztésébdl a latszolagos sebességi egylitthatd (kobs) hatdrozhatd meg (1-es egyenlet),
ahol az A: a t id6pontban mért abszorbanciat, az Ao a Mn(Il)-komplex, mig az a Ay a
A stabilitasi allandot pH-potenciometria és UV-vis spectrofotometria alkalmazésaval
hatdroztuk meg. A relaxivitast 0,94 és 1,41 T térerdsségnél 25 és 37°C-on mértiik.

5.3 Radiokémiai vizsgalatok
5.3.1 Radioizotopok eldallitasa és tisztitasa

5.3.1.1 Gallium-68 izotdp eldallitasa és tisztitasa
A kisérletekhez generatorbol nyert, valamint ciklotronnal eldallitott gallium-68 izotopot
is haszndltunk. Az elsé esetben a *®Ge/*®*Ga-generatort (Ecklert & Ziegler, 1,85 GBq,
Galliapharm generator tipusa) 6 mL 0,1 M-os HCl oldattal eluédltuk, majd a
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[%*Ga]galliumionokat (100-120 MBq) tartalmazé eluatumot Eppard és munkatarsai
szerint leirt modszerrel kezeltiik [117]. Az eljaras soran eldszor a [**Ga]galliumionokat
egy kationcseréld gyantan (Strata SCX, prekondicionalva 5 ml 0,1 M-os sésavval)
kotottiik meg, amelyet ezutdn 1 mL 0,15 M-os s6savas etanol és viz 8:2 aranyu elegyével
mostunk. A gyantarol a [®3Ga]galliumionokat 0,9 M-os sosavas etanol-viz 9:1 aranyt
elegyével elualtuk (3x100 pL). Ezt az eluatumot hasznaltuk radiokémiai jelzésekre [139].
A gallium-68 izotop GE PETtrace ciklotronban torténd eldallitasa soran 20 mg préselt
cinkkorongot 12 MeV-os proton nyaldbbal bombaztunk 50 pA-es arammal. Besugarzasi
1d6 10 perc volt. A besugarzott cinktargetet 5 M-os HCl-ban (5 mL) oldottuk, és a kapott
[*%Ga]galliumionokat tartalmazé oldatot ZR ioncseréld gyantan (0,3 mL tdltet)
tisztitottuk. A [*Ga]galliumionok megkdtédése utdn a ZR gyantat 5 M-os HCl oldattal (5
mL) mostuk, majd a gallium-68 izotépot 2 M-os sésavval (5 mL) eluéltuk le az oszloprol.
Ezutan ezt az eluatumot TK200 gyantan (prekondicionalva 3 mL 2 M-os sdsavval) tovabb
tisztitottuk. A gyantan megkotottik a [*®Ga]galliumionokat, majd mostuk 2 M-os
sosavval (5 mL). Végiil [®®*Ga]galliumionokat 0,05 M-os HCI oldattal frakcionaltan
elualtuk. A radiokémiai szintézishez az igy nyert [*3Ga]GaCl; oldatot (130-200 MBq, 400
uL) hasznaltuk.

5.3.1.2 Szkandium-44 izotop eldallitasa és tisztitasa

A szkandium-44 izotop GE PETtrace ciklotronban torténd eldallitasahoz 120 mg
kalciumot (99,99%) korongga préseltiink €s egy aluminium-targettartoba nyomtuk, majd
60 perces, 16,5 MeV-es protonnyalabbal és 30 pA-es nyalabarammal torténd besugarzas
utan ~ 300 MBq szkandium-44 izotopot kaptunk. Ezutan a besugarzott Ca-korongot 3 M-
os u.p. HCI oldatban feloldottuk (4 mL), majd ezt az oldatot 3 M-os s6savval (3 mL)
elokondicionalt, 70 mg-os DGA ioncseréld gyantabol késziilt oszlopon tisztitottuk. A
[**Sc]szkandium-ionok megkotddése utdn az oszlopot eldszor 3 mL 3 M-os HCI oldattal,
majd 3 mL 1 M-os HNOs oldattal mostuk. Végiil a [**Sc]szkandiumionok 2 mL 0,1 M-os
HCI oldattal frakcionaltan elualtuk az oszloprol, melynek soran 200 pL-es frakciokat
szedtiink €s a legtoményebb frakciot hasznaltuk a radiojelzésekhez.

5.3.1.3 Mangan-52 izotop eldallitasa és tisztitasa
A mangan-52 izotopot GE PETtrace ciklotronban *>Cr(p,n)°*Mn magreakcioval allitottuk
eld, ennek sordn a kromtargetet (250 mg) 16,5 MeV-os protonnyaldbbal és 20 pA-es
nyalabarammal sugaraztuk be. A 60 perces besugarzas ~150 MBq aktivitasi mangan-52
izotopot eredményezett. A mangan-52 izotop tisztitdsat Fonslet és munkatarsai altal leirt
[109] szilard fazisu extrakcioval valdsitottuk meg. A besugdrzas utan 24 Oordval a
besugarzott kromot feloldottuk 2 mL tomény sésavban, majd addig toményitettiik, amig
a szilard CrCls ki nem valt (~1 mL) az oldatbol. A szilard CrCl; eltavolitasa utan az oldatot
etanollal 50 mL-re higitottuk, és ebbdl az oldatbdl a mangan-52 izotopot AG® 1-X8
extrakcios oszlop (300 mg) segitségével nyertiik ki, amelyet elétte 5 mL 3 v/v%-os
sosavas etanollal kondicionaltunk. Az [**Mn]mangéanionok megkotése utan az oszlopot 3
v/v%-o0s sosavas etanollal (20 mL) mostuk, majd a mangan-52 izotépot 0,5 mL 0,1 M-os
HCI oldattal oldottuk le a gyantarol. Ezutan az [*?Mn]mangénionokat tartalmazé oldatot
széarazra paroltuk ¢és 300 pL tomény sésavban ujra feloldottuk, majd etanollal 10 mL-re
higitottuk. Az igy kapott oldatot ujra megtisztitottuk egy 200 mg-os AG® 1-X8 extrakcids
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oszlopon, majd ezt az eljarast még egyszer megismételtiik, csak harmadszorra mar 100
mg-os AG® 1-X8 gyantat tartalmazd oszlopot hasznéltunk. Az utolsé tisztitaskor az
mangan-52 izotop (~100 MBq) 400 uL 0,1 M-os HCI oldattal eludltuk és az igy kapott
oldatot hasznaltuk fel a radiojelzésekhez.

5.3.1.4 Bizmut-205/206 izotop eldallitasa é€s tisztitdsa

A bizmut-205/206 izotopkeveréket GE PETtrace ciklotronban allitottuk elé 16,5 MeV-os
proton nyaladbbal 6lomfolia-target besugarzasaval. 20 pA-es nyaldbarammal végzett 60
perces protonbesugarzas és 24 oras bomlasi periddus utan a besugarzott 6lomcéltargyat 2
mL 7 M-os HNO3 oldatban oldottuk fel. A kapott oldatot kb. 1 mL-re betoményitettiik,
majd a kivalt szilard csapadéktol elvalasztottuk, és végiil vizzel 10 mL-re higitottuk. Ezt
a bizmut-205/206 izotopot tartalmazéd oldatot egy 70 mg TK200 gyantéat tartalmazo
oszlopon tisztitottuk, amelyet el6tte elészor 0,7 M-os HNOs (1 mL), majd 7 M-os HNO3
(1 mL) és végiil ujra 0,7 M-os HNO3 (5 mL) oldatokkal kondicionaltunk. Az bizmut-
205/206 izotopkeverék megkotése utan az oszlopot 0,7 M-os HNO; oldattal (5 mL)
mostuk, amivel a maradék o6lomionokat is eltdvolitottuk. Végiil a bizmut-205/206
izotopkeveréket 2 mL 7 M-os HNOs oldattal elualtuk. A tiszta eluatumot, amely ~40 MBq
bizmut-205/206-t tartalmazott szdrazra paroltuk, majd 0,1 M-os HCI (300 pL) oldatban
ujra feloldottuk. A radiojelzésekhez az igy nyert oldatot hasznaltuk fel.

5.3.2 Prekurzorok radiojelzése és tisztitasa

5.3.2.1 [®Ga]Ga-DO3A-NI eléallitasa
100 pL (~80-100 MBq) generatorbol nyert gallium-68 izotépot tartalmazo oldathoz 60
pL NaOAc/HOACc puffert (3 M, pH =4), 40 uL 5%-0s NaOH oldatot, végiil 40 uL DO3A-
NI torzsoldatot (1 mg/mL) adtunk. A radiojelzést 95°C-on 15 percig végeztik. A
reakcioelegyet 1 mL vizzel higitottuk, majd 5 mL etanollal és 10 mL vizzel kondicionalt
szilard fazisu extrakcios (SPE) oszlopon (SepPak® C18 plus, Waters) tisztitottuk. A
radiofarmakon megkotddése utan az oszlopot 1 mL vizzel mostuk, majd a tiszta
radiojelzett vegytiletet 0,5 mL etanol €s viz 1:1 aranyu elegyével elualtuk az oszloprol. A
radiojelzett komplexet tartalmazé oldatot beparoltuk, majd a maradékot 100 pL izotonids
sooldatban oldottuk fel és ezt az oldatot hasznaltuk a tovabbi radiokémiai és biologiai
vizsgalatok sordn. Az eldallitott radiogyodgyszer radiokémiai tisztasagat radio-HPLC-vel
hatdroztuk meg, amihez Waters LC Module 1 HPLC rendszert alkalmaztuk. Az analitikai
vizsgalat Luna C18 10 pm (250 x 10 mm) oszlopon tortént, a kovetkezd koriilmények
kozott: eluens A: oxalsav (0,01 M, pH = 3), eluens B acetonitril, az d&ramlasi sebesség: 1
mL/perc, a gradiens: 0 perc: 100% A, 1 perc: 100% A, 10 perc: 100% B, 10,1 perc: 100%
A.
5.3.2.2 [*Sc]Sc-DO3A-NI elballitisa

500 pL (~150 MBq) tisztitott [**Sc]ScCls oldathoz 100 pL NaOAc/HOAc puffert (3 M,
pH = 4), 20 uL 5%-0s NaOH oldatot, valamint 5 pL. DO3A-NI t6rzsoldatot (1 mg/mL)
adtunk. A radiojelzést 95°C-on 15 percig végeztiik. Ezutan a reakcidelegyet egy etanollal
(5 mL) és vizzel (10 mL) kondicionalt LiChrolut EN SPE oszlopon (Merck) tisztitottuk.
A radiogydgyszer megkotddése utdn az oszlopot 1 mL vizzel mostuk, majd a tiszta, jelzett
vegyliletet 0,5 mL etanol és viz 1:1 aranyu elegyével eludltuk az oszloprol. Az eluatumot
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beparoltuk, majd a radiofarmakont 100 pL soéoldatban feloldottuk. Az eldallitott
radiogyogyszer radio-HPLC analizisét a 5.3.2.1 fejezetben leirtak szerint végeztiik.

5.3.2.3 [*Sc]Sc-PC2AM-NI és [**Sc]Sc-PC2A-Ph-NI elééllitasa

100 pL-es (~150 MBq) frakcidhoz 250 uL. NH4OAc/HOACc puffert (3 M, pH = 4) és 60
uL PC2AM-NI és PC2A-Ph-NI (1 mg/mL) torzsoldatot adtunk hozzé kiilon-kiilon. Az
elegyet 95°C-on 15 percig melegitettiik, majd egy eldkondicionalt C18 Plus Light
oszlopon tisztitottuk. A radiofarmakon megk&tddése utan az oszlopot 1 mL vizzel mostuk,
majd a jeldlt vegytiletet 250 pL etanollal elualtuk és betoményitettiik, majd a maradékot
100 puL izotonias sooldatban oldottuk. A **Sc-jelzett komplexek radiokémiai tisztasagat
radio-HPLC-vel hatdroztuk meg Waters 2695 Alliance HPLC rendszert alkalmazva és
Kinetex XB-C18 2,6 um (50 x 4,60 mm) oszlopon. Az analitikai HPLC vizsgalat tovabbi
paraméterei megegyeztek a 5.3.2.1 fejezetben leirtakkal.

5.3.2.4 [*>Mn]Mn-PC2AM-NI és [*>Mn]Mn-PC2A-Ph-NI eléallitasanak
koncentraciofiiggés vizsgalata

[*Mn]MnCl, (~25 MBq) 0,1 M-os sésavas oldatat (10 pL) 6sszekevertiik 1 M-os HEPES
pufterrel (pH =7, 35 uL), majd 5 pL PC2AM-NI, illetve PC2A-Ph-NI prekurzort adtunk
elegyben 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 és 1 mM legyen. A reakcidelegyeket ezek utan 37°C ¢és
95°C-on is inkubaltuk. 15 perc melegités utdn mintat vettiink a reakcidelegyekbdl és
iTLC-vel (allofazis: iTLC-SG papir, mozgo6 fazis: 0,5 M-os citrat oldat (pH = 5,5))
vizsgaltuk a képzddott komplex radiokémiai tisztasagat.

5.3.2.5 [*>Mn]Mn-PC2AM-NI és [**Mn]Mn-PC2A-Ph-NI elé4llitasa
[**Mn]MnCl, (~25 MBq) 0,1 M-os sésavas oldatat (100 pL) dsszekevertik 1 M-os
HEPES pufterrel (pH = 7, 350 pL), majd 50 uL PC2AM-NI, illetve PC2A-Ph-NI 1 mM-
os oldatat adtuk a keverékhez kiilon-kiilon. A reakcioelegyet 15 percig 95°C-on
melegitettiik, ezutan 5 mL etanollal és 5 mL vizzel kondicionalt SPE oszlopon (SepPak®
C18 Plus Light, Waters) tisztitottuk. A radiofarmakonok megkotddése utan az oszlopot 1
mL vizzel mostuk, ezutan a jelzett komplexeket 400 uL 33 v/v%-os etanollal elualtuk. A
kapott oldatokat szarazra paroltuk, és a >*Mn-jelzett komplexeket 100-400 pL izotonias
sooldattal ujra feloldottuk. A radiofarmakonok radiokémiai tisztasagat iTLC-vel
hataroztuk meg, ahol a mozg¢ fazis 0,5 M-os citrat oldat (pH = 5,5) volt.

5.3.2.6 [**Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [®*Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid elé4llitasa
Ezekhez a radiokémiai szintézisekhez ciklotronnal eldallitott gallium-68 izotopot
hasznaltunk. 400 pL [®Ga]GaCl; oldatot (130-200 MBq) 6sszekevertiik 3 M-os
NH4OAc/HOACc pufferrel (400 uL, pH = 4), majd 20 pL. DOTA-NAPamidot (1 mg/mL,
0,0125 pmol), illetve 20 pL. DOTA-IPB-NAPamidot toérzsoldatot (1 mg/mL, 0,0106
umol) adtunk hozza kiilon-kiilon. A reakcioelegyeket 95°C-on 15 percig inkubaltuk. A
radiojelzett komplexeket SepPak® C18 Plus light oszlopon (Waters) tisztitottuk. Az SPE
oszlop kondiciondldsa 5 mL etanollal és 5 mL vizzel tortént. A radiopeptidek
megkotddése utdn 1 mL vizzel mostuk az oszlopot, majd a radiofarmakonokat 150 pL
96%:-o0s etanollal elualtuk. A kapott oldatokat szarazra paroltuk, és a maradékokat 300 pL
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vizben ujra feloldottuk. A radiogyogyszerek radiokémiai tisztasagat radio-HPLC-vel
vizsgaltuk és HPLC vizsgalat koriilményei megegyeztek a 5.3.2.3-as fejezetben leirtakkal.

5.3.2.7 [*%?%Bi]Bi-DOTA-NAPamid és [205206Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid
eloallitasa

450 uL 3 M NH40Ac/HOACc puffert (pH = 4) és 50 uL. DOTA-NAPamidot (1 mg/mL,
0,0313 pumol), illetve DOTA-IPB-NAPamidot (1 mg/mL, 0,0265 pmol) adtunk
[205206B{]BiCl; izotop 0,1 M-os HCI (~20 MBq) oldatdhoz. A reakcioelegyeket 10 percig
95°C-on melegitettiik, majd egy SPE oszlopon (SepPak® C18 Plus light, Waters)
tisztitottuk, amelyet 5 mL etanollal és 5 mL vizzel elokezeltiink. A radiofarmakonok
megkottddése utan az oszlopot 1 mL vizzel atmostuk, majd a jelzett komplexeket 200 pL
96 v/v%-os etanollal eludltuk. Az eluatumokat szarazra paroltuk, ezutdn a maradékokat
300 pL vizben feloldottuk. A radiogydgyszerek radiokémiai tisztasagat 0,5 M-os
citromsav (pH = 5,5) mobil fazissal kifejlesztett iTLC-SG papirral hataroztuk meg.

5.3.2.8 ['"Lu]Lu-DOTA-NAPamid és [!”’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid eldallitasa

300 pL ['7Lu]LuCls (100-130 MBq) 0,05 M-os sosavas oldatat dsszekevertiik 300 pL
NaOAc/HOAc pufferrel (3 M pH = 4). Ezutdan 90 uL DOTA-NAPamidot (1 mg/mL,
0,0564 pmol) vagy DOTA-IPB-NAPamidot (1 mg/mL, 0,0477 pmol) adtunk a
keverékhez kiilon-kiilon, majd 5 percig 95°C-on melegitettiik. A reakcioelegyeket szilard
fazist extrakcidval (SPE) tisztitottuk SepPak C18 Plus oszlopon a 5.3.2.6 fejezetben leirt
moddon, valamint a tisztitott radiokomplexek mindségellendrzését is azonos iTLC
modszerrel végeztiik.

5.3.3 Szérumstabilitési teszt

A jelzett vegyiiletek vizes oldatat (~1-4 MBq, 50 pL) 0Osszekevertik 450 pL
patkdnyszérummal és szobahdmérsékleten inkubaltuk a keveréket 4 6rdig. A '7’Lu-jelzett
komplexek inkubalasa viszont 24 oraig tartott. A ®3Ga-, a */Sc-, a 2052%Bi- ¢s az 3Mn-
jelzett radiofarmakonok esetében a keverékbdl mintat vettlink az Osszekeverés utan
kozvetleniil, illetve 1, 2, 3 és 4 6ra utan is. A Ga-, a **Sc-jelzett radiogydgyszerek mintait
radio-HPLC-vel vizsgéltuk és HPLC vizsgalat koriilményei megegyeztek a 5.3.2.3-as
fejezetben leirtakkal. A 2052%Bi- és a %Mn-jelzett komplexek mintait radio-iTLC-vel
elemeztiik, mozgofazisként 0,5 M-os citromsav (pH = 5,5) oldatot, mig allofazisként i-
TLC-SG papirt alkalmaztunk. A '""Lu-jelzett komplexek esetében 1, 2, 3, 4 és 24 éra utan
elemeztiik a mintékat a fent emlitett radio-iTLC modszerrel.

5.3.4 Fémcsere vizsgalatok

[*’Mn]Mn-PC2AM-NI, [**Mn]Mn-PC2A-Ph-NI, [*Sc]Sc-PC2AM-NI, [**Sc]Sc-PC2A-
Ph-NI, [%®*Ga]Ga-DOTA-NAPamid, [*®Ga]Ga-DOTA-IPB-NAPamid, [**°°Bi]Bi-
DOTA-NAPamid, [>°?%Bi]Bi-DOTA-IPB-NAPamid, ['”’Lu]Lu-DOTA-NAPamid és
['""Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid radiokomplexek vizes oldatat (49 uL) (~1-4 MBq)
osszekevertiik kiilon-kiilon 0,1 mM-os ZnCl és 0,01 mM-os CuCl; oldatok 1:1 aranya
keverékével (1 uL), valamint 1,02 mM-os MgCl, és 2,28 mM-os CaCl; oldatok 1:1 ardnyt
keverékével (50 pL), majd szobahdmérsékleten inkubaltuk. A keverékek mintait az 5.3.3-
as fejezetben leirt modszerekkel és ideig vizsgaltuk.
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5.3.5 Ligandumcsere vizsgalatok

A radiojelzett szarmazékok (~1-4 MBq) vizes oldatait (50 uL) EDTA vizes oldataval (0,2
M, 50 puL, pH = 7,4) kevertiik 0ssze szobahdmérsékleten és inkubaltuk 4 o6rdig. A
lutécium-177-jelzett komplexek esetében 24 oOras inkubalas volt. Mintat vettiink az
elegyekbdl az dsszekeverés utan kozvetlentl, illetve 1, 2, 3 és 4 6ra utan (a lutécium-177-
komplexek esetében 24 6ra mulva is), amelyeket radio-iTLC modszerrel vizsgaltuk, ahol
mozgbfazisként 0,5 M-os citromsav (pH = 5,5) oldatot, allofazisként pedig iTLC-SG
papirt alkalmaztunk. A %Ga és **Sc-jelzett komplexek mintdinak elemzésére a 5.3.3
fejezetben leirt analitikai radio-HPLC mddszert alkalmaztuk.

A [**Sc]Sc-DO3A-NI estében elvégeztiik a ligandumcserét natrium-oxalat vizes oldataval
is (0,2 M, 50 uL, pH = 7,2). Az inkubdacios id6 szintén 4 ora volt és kozvetleniil
Osszekeverés utan, illetve 1, 2, 3 és 4 6ra mulva vettiink mintat. A mintakat a fentebb
emlitett 5.3.2.1-es fejezet alapjan radio-HPLC-el vizsgaltuk.

5.3.6 Az cléallitott radiofarmakonok /ogP meghatarozéasa

A tisztitott radiofarmakonokat (50 pL, 1-3 MBq) 450 pL vizzel higitottuk egyenként,
majd 500 pL vizmentes n-oktanolt adtunk az egyes oldatokhoz. Az elegyet 3 percig
intenziven kevertettiik, majd 5 percig centrifugéltuk (9000 rpm). A fazisok szétvalasa utan
mintat vettlink a n-oktanol fazisbol (20 pL) és a vizes fazisbol (20 plL), amelyek
radioaktivitdsit gamma szamldloval elemeztiikk. A mért adatokbdl kiszamoltuk a logP
értekeket. Az eljarast minden radiofarmakon esetében haromszor ismételtiik meg.

5.3.7 Polyoxopalladatok eldallitasa és vizsgalatai

5.3.7.1 A [*2%Bi]BiPdi,AsL eléallitasa
20 pL [2°¥2%6Bi{]BiCl; (~3 MBq) 0,1 M-os sosavas oldatanak és 80 uL (1,98 umol) fenil-
arzonsav 5 mg/mL-es 0,5 M-os NaOAc/HOACc pufferben késziilt oldatanak az elegyéhez
adtunk 1,00 mg szilard Pd(OAc)2-ot (4.4 umol). A reakcidelegyet 80°C-on 10 percig
melegitettiik, majd 0,22 pm-es fecskenddszlirén szlrtiik. A szlrletet szilard fazisu
extrakcios oszlopon (Waters SepPak C18 Light) tisztitottuk, amelyet 5 ml etanollal és 10
ml vizzel kondiciondltunk elétte. Az oszlopot 1 ml vizzel mostuk, majd a jelzett
vegyiiletet 33%-os etanol oldattal elualtuk. A [2°2%°Bi]BiPd>AsL radiokémiai tisztasagat
radio-TLC-vel hataroztuk meg, ahol az all6fazis iTLC-SG papir, mig a mozgo6fazis 0,05
M-os Na;COs oldat volt.

5.3.7.2 A [*P2%Bi]BiPdi»AsLy eléallitasa
A [?¥2Bi]BiPdi,AsLn szintéziséhez ugyanazt a modszert alkalmaztuk, mint a
[205206B{]BiPd 2AsL esetében. 20 pL [2°2%Bi]BiCl; (~3 MBq) 0,1 M-os sdsavas oldatat
elegyitettiik 80 pul (1,64 umol) (4-azidofenil)arzonsav oldattal (a térzsoldat 5 mg/mL-es
0,5 M natrium-acetatban késziilt), majd 1,00 mg (4.4 umol) szilard Pd(OAc)-ot adtunk
hozza. A [*°¥?%Bi]|BiPd2AsLn képzédését radio-TLC-vel detektaltuk, ahol az 4ll6 fazis
1TLC-SG papir, mozgo fazis 0,05 M-os Na;COs3 oldat volt.

5.3.7.3 A [*2%Bi]BiPdi»AsLc elballitdsa
80 uL (1,62 pumol) (4-karboxi-fenil)-arzonsav oldatot (5 mg/ml-es térzsoldat, ami 0,5 M
natrium-acetatban késziilt) adtuk 1,00 mg (4,4 umol) szilard Pd(OAc),-hoz. Miutén az
elegyet 15 percig 80°C-on melegitettiik, 20 pL [>°?%Bi]BiCl; (~3 MBq) 0,1 M-os
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sosavas oldatat adtuk a keverékhez, és ismét 80°C-on 10 percig melegitettiik. A
[205206B{]BiPd2AsLc képzédését radio-TLC-vel detektaltuk, allofazisként iTLC-SG
papirt hasznaltunk és mozgdfazisként pedig 0,05 M-os Na,COs oldatot.

5.3.7.4 A [252%B{]BiPd;s PL eléallitasa
A [*%?0%B{]BiPd;sPL szintéziséhez ugyanazt a modszert alkalmaztuk, mint a
[295206B{]BiPdi2AsLc esetében. 80 pL (2,56 pmol) fenil-foszfonat oldatot (5 mg/ml-es 0,5
M vizes natrium-acetatban) adtunk 1,00 mg (4,4 umol) szilard Pd(OAc),-hoz. Miutan az
elegyet 15 percig 80°C-on melegitettiik, 20 pL [>°?%Bi]BiCl; (~3 MBq) 0,1 M-os
sosavas oldatat adtuk a keverékhez ¢és ismét 80°C-on 10 percig melegitettiik. A
[295206B{]BiPd 2AsPL képzddését is radio-TLC-vel detektaltuk, ahol az allofazis iTLC-
SG papir, a mozgo6tazis 0,05 M-os Na,COs volt.

5.3.7.5 [?°¥20%Bi]BiPd;>AsL stabilitasi tesztje
100 pL tisztitott [2*2%Bi]BiPdi2AsL oldathoz adtunk 100 pL patkanyszérumot. A
mintakat radio-TLC-vel elemeztiik 0, 20, 60, 120 és 180 perces inkubacios id6 utan. A
radio-TLC vizsgélatokhoz RP-TLC-t hasznaltunk, mozgofazisként viz és acetonitril (1:2)
keverékével. A tesztet PBS pufferrel is elvégeztiik, azonos koriilmények kozott.

5.3.7.6 Radioaktivan jel6lt Bi-POP-ok azonositasa RP-TLC-vel
A forditott fazisi vékonyréteg-kromatografiat (RP-TLC) szilikagél 60 RP-18 F254s
rétegen hajtottuk végre és mozgofazisként viz/acetonitril 1:2 aranyu elegyét alkalmaztuk.
UV-detektalast végeztiink a nem radioaktiv Bi-POP-ok esetében, mig a bizmut-205/206
izotoppal jelzett POP-ok esetében a radioaktivitast detektaltuk. A referenciamintakat a
kristalyos Bi-POP-ok feloldasaval allitottuk eld.
5.4 Biologia kisérletek
5.4.1 Kisérleti allatok
A Charles Rivertdl vasarolt 12-18 hét kozotti C57BL/6 him egereket és CB17 SCID
egereket (Animalab Ltd., Budapest, Magyarorszag) egyedileg szelldztetett ketrecekben
(IVC) helyeztiink el, amelyekben az allatokat 26 + 3°C-on és 55 + 10% relativ
paratartalom mellett tartottuk. A 12 6rés laboratoriumi cirkadian ciklust az egész vizsgélat
soran biztositottuk. Az allattartds soran félszintetikus tap (Akronom Kft., Budapest,
Magyarorszag) €s megfeleld ivoviz allt a kisérleti allatok rendelkezésére ad libitum. ,,A
laboratoriumi allatok tartasa és kezelése a magyar torvények és az Europai Uni6 eldirdsai
szerint tortént. Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaga regisztralta (regisztracios szam: 16/2020/DEMAB)”.
5.4.2 Sejtvonalak
A KB tumor (emberi eredetli epidermalis karcindma) sejtvonalat és az MC1-R pozitiv
B16F10 (egér eredetli melanoma) sejtvonalat az American Type Culture Collection-t6l
(CRL-6475™, ATCC) vasaroltuk. A sejtek tenyésztéséhez Dulbecco's Modified Eagle's
taptalajt (DMEM, Merck Life Science Ltd.) hasznéltunk, amelyet 1%-os (v/v) MEM Non
Essential Amino Acid oldattal (Merck Life Science Ltd.), 1%-0s MEM vitamin oldattal
(Merck Life Science Ltd.), 10% Fetal Bovine Serum (FBS, GIBCO Life Technologies)
és 1% antibiotikum és antimikotikum oldattal (Merck Life Science Ltd.) egészitettiink ki.
A sejtvonalakat 95%-o0s paratartalom mellett, 5% CO; atmoszféraban tartottuk 37°C-on.
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A tumorbeiiltetéshez 85%-0s konfluencidju sejtenyészeteket hasznéltunk. A sejtek
¢letképességét tripan-kék kizarasi teszttel értékeltiik, és ez minden esetben meghaladta a
90%:-ot.

5.4.3 In vivo tumormodellek

A tumorhipoxia meghatdrozasakor a [**Ga]Ga-DO3A-NI és a [**Sc]Sc-DO3A-NI
esetében tumorindukcid céljabol a SCID egerek bal véll teriiletére 5x10° KB
tumorsejteket injektaltunk 0,9%-o0s NaCl-ban (100 pL) szubkutan. Az in vivo és az ex vivo
kisérleteket koriilbeliil 13 £+ 1 nappal a tumorsejtek injektalasa utan végeztiik, amikor a
daganat koriilbeliil 110 = 10 mm? térfogatu volt.

A melanoma detektaldsanak vizsgalatdhoz MC1-R pozitiv melanomatumorokat iiltettiink
be C57BL/6 egerek bal vall régidjaba, 100 puL sooldatban 1évé 1x10° B16F10 tumorse;jt
szubkutan injekciojaval. 9 = 1 nappal a tumorsejtek beiiltetése utan in vivo és ex vivo
radiofarmakon megoszlasi vizsgalatokat végeztiink 4tlagosan 124 + 12 mm’
tumortérfogat mellett. A [**Sc]Sc-PC2AM-NI, [**Sc]Sc-PC2A-Ph-NI, [*Mn]Mn-
PC2AM-NI és a [*’Mn]Mn-PC2A-Ph-NI esetén is hasonloképpen jartunk el, de a tumor
beiiltetése utan 13 £ 1 napot vartunk a vizsgalatokkal, hogy a tumorokban kialakuljanak
a hipoxias sejtek.

A tumorsejtek injektalahoz az allatokat elaltattuk izofluran inhalacids gdz, oxigén és
dinitrogén-oxid vivgaz alkalmazasaval.

5.4.4 In vivo pozitronemisszios tomografia (PET) képalkotas

A tumorokban el6forduldo hipoxia detektalasa érdekében az in vivo képalkotod
vizsgalatokhoz egészséges kontroll ¢s KB tumort hordozo CB17 SCID egerekbe 8,42 +
0,38 MBq [*®Ga]Ga- vagy [**Sc]Sc-DO3AM-NI injektaltunk a lateralis farokvénan
keresztiil 13 + 1 nappal a KB tumorsejtek beiiltetése utan. A kisérleti allatokon teljes test
T1 sulyozott MRI-vizsgalatot végeztiink (3D GRE EXT multi-FOV; TR/TE 15/2 ms;
fazis: 100; FOV 60 mm; NEX 2) 1 Tesla magneses térrel, majd az MRI képalkotast
kovetden az allatokrdl 20 perces statikus teljes test PET-felvételeket készitettiink (90 és
240 perccel a radiofarmakon injektalasa utan) preklinikai nanoScan PET/MRI rendszerrel
(Mediso Ltd., Magyarorszag). A vizsgalatokat altatasban végeztiik.

A tumorindukciot kovetd 13 + 1 napon, amikor a tumorok mar megfeleld méretiiek voltak
(minimum 1 cm?) végeztiik a PET vizsgilatot. Az elaltatott egerek farki vénajaba 6 + 1
MBq [**Sc]Sc-PC2AM-NI-t vagy [**Sc]Sc-PC2A-Ph-NI-t injektaltunk, illetve 6 = 1 MBq
[**Mn]Mn-PC2AM-NI-t illetve [**Mn]Mn-PC2A-Ph-NI-t injektaltunk, majd 90 perc és
elaltattuk és 20 perces statikus PET vizsgélatot végeztiink MiniPET-III kisallat PET
késziilék segitségével a tumor teriiletére fokuszalva (DE AOK OKI Nuklearis Medicina
Tansz¢k).

A melanoma vizsgalatakor az egészséges ¢és a B16F10 daganatot hordoz6 egerek (a
daganat beiiltetése utan 9 + 1 nappal, atlagosan koriilbeliil 120 mm?>-es tumortdmeg
mellett) intravénasan (iv.) 9,36 = 0,67 MBq [**Ga]Ga-DOTA-NAPamid vagy [**Ga]Ga-
DOTA-IPB-NAPamid injekciot kaptak az oldals6 farokvénan keresztiil. 90 perces
radiofarmakon eloszléasi id6 utan a vizsgalt egerekrdl teljes test statikus PET-felvételeket
készitettiink (10 perces szkennelés minden agy pozicidban) izoflurannal indukalt
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altatasban, preklinikai MiniPET-II kisallat PET késziilék alkalmazasaval (DE AOK OKI
Nuklearis Medicina Tansz€k).
5.4.5 PET-adatértékelés
A PET-képek rekonstrukciojahoz 3D OSEM iterativ algoritmust hasznaltunk. A vizsgalati
teriiletet (VOI) manudlisan jeloltiik ki a szerv/szovet aktivitds hatdra koriil, hogy
BrainCAD képelemzd programot hasznaltuk. A radiofarmakon felhalmozddasanak
mértékét a standardizalt felvételi érték (SUV = Standardized Uptake Value) segitségével
mutattuk be. A SUV paraméter meghatarozasdhoz a kovetkezd képletet alkalmaztuk,
melynél azt feltételeztiik, hogy az allat stirtisége 1g/ml:

SUV = [VOI aktivitas (Bq/mL)]/[beadott aktivitas (Bq)/allattomeg (g)]

5.4.6 SPECT képalkotas és értékelés

In vivo egyfoton emisszids szamitdégépes tomografia/szamitogépes tomografia
(SPECT/CT) adatok gytijtése a ['"’Lu]Lu-DOTA-NAPamide és [!"’Lu]Lu-DOTA-IPB-
NAPamide tumor-célzé képességének értékeléséhez nanoSPECT/CT rendszerrel
késziiltek (Mediso Kft., Budapest, Magyarorszag) 24 6raval a radiogyogyszer intravénas
injektalasa utan. A kisérleti kisallatok iv. 6,34 = 1,07 MBq ['7’Lu]Lu-DOTA-NAPamid
vagy [!”’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamid injekciot kaptak farokvénan keresztiil. 24 ora
elteltével SPECT/CT felvételeket készitettiink (NanoSpect, Mediso Kft., Budapest,
Magyarorszag) ¢és a rekonstrualt képeket InterView™ FUSION 1.2 (Mediso Kft.,
Budapest, Magyarorszag) képelemzd szoftverrel értékeltiik.

5.4.7 Ex vivo szervi megoszlasi kisérletek

Az ex vivo szervi megoszlasi vizsgalatok elvégzéséhez az egyes radiofarmakonokbol a
PET képalkotashoz hasznalt aktivitds mennyiséggel azonos radioaktivitast injektaltuk a
kisérleti egerek lateralis farokvéndjaba, mig a [**?°Bi]Bi-DOTA-NAPamide és a
[295206B{]Bi-DOTA-IPB-NAPamide esetében az injektalt dézis csak 2.39 + 0.19 MBq
volt. A képalkotashoz hasznalt inkubécios 1d6 (90 perc, illetve 240 perc, lutécium jelzett
farmakonok esetén 24 ora) eltelte utdn az egereket izofluran alkalmazéasaval inhalacios
érzéstelenitéssel tulaltattuk. Ezutan a kivalasztott szerveket és szoveteket eltavolitottuk,
mint példauk a gasztrointesztinalis szervek, vese, 1€p, sziv, izom, daganat, €s vér, lemértiik
az egyes mintak tomegét, majd kalibralt gamma-szamlaloval (Perkin-Elmer Packard 406
Cobra, Waltham, MA) a mintdkban 1év0 radioaktivitast. Az igy kapott percenkénti betitési
szambdl (CPM) kiszdmoltuk az injektalt dozis per a szovet grammban megadott
tomegének szazalékos értékeét (%ID/g). Az egyes szervek felvételi értékeit az atlagos %
ID/g + SD értékként adtuk meg.

5.4.8 Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzésekhez MedCalc 18.5 kereskedelmi szoftvercsomagot (MedCalc
18.5, MedCalc Software) hasznaltunk. A statisztikai kiilonbségeket Student-féle kétiranya
t-teszt, kétiranyt ANOVA és Mann—Whitney U-teszt segitségével hataroztuk meg. Az
adatokat atlag + SD-ként adtuk meg, és a szignifikancia értéke p <0,05 volt, hacsak
masként nem jeleztiik.
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6. Osszefoglalas

Kiilonb6zo fémkomplexek radiogydgyszerként torténd alkalmazasa egyre elterjedtebb
az orvosi diagnosztikai vizsgalatok (PET, SPECT) és a célzott radioterapia soran. Ezek a
klinikai felhasznalasi teriiletek in vivo koriilmények kozott nagy stabilitassal ¢€s
inertséggel bird fémkomplexeket igényelnek.

Kutatomunkam elsé részében olyan fémkomplexek eldallitasat és vizsgalatat
végeztem, amelyek hipoxia-specifikus 2-nitroimidazol vektormolekulét tartalmaznak. A
tumorhipoxia jelentdsen csokkenti a kemo- és sugarterapia hatékonysagat. A 2-
nitroimidazol alapu radiofarmakonok alkalmazéasaval torténd PET vizsgalatok lehetdveé
teszik a hipoxids régiok kimutatdsdt a daganatokban, ezzel segitve a hatékony
terapiatervezést.

A kutatas soran el6szor megvalositottuk a DO3AM-NI (6) ligandum szintézisét. Ezt
kovetden elvégeztik a Sc(DO3AM-NI) komplex fizikai-kémiai vizsgélatit, ami a
kovetkezd eredményeket szolgaltatta: az Sc(DO3AM-NI) kelatot viszonylag lasst
képzddés jellemzi savas kozegben, tovabba alacsonyabb a termodinamikai stabilitdsa a
referencia Sc(DOTA) komplexhez képest, ugyanakkor 1ényegesen inertebb, igy kivald
Sc-kété ligandumnak tekinthetd. Ezutan eldallitottuk a pozitron-sugarzé **Sc-jelzett
DO3AM-NI radiokomplexet, melynek biologiai tulajdonsagait in vivo és ex vivo szervi
megoszlas vizsgalatokkal hasonlitottuk Ossze az irodalombol ismert ®®Ga-jelzett
DO3AM-NI vegyiilettel. A vizsgalatok egészséges és KB tumort hordoz6 SCID egerek
alkalmazaséval és a radiofarmakonok intravénas beadasa utan 90 és 240 perccel torténtek.
A PET felvételeken nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a **Sc- és %*Ga-jeldlt
DO3AM-NI tumor specifitdsa kozott, de a [**Ga]Ga-DO3AM-NI esetében szignifikdnsan
nagyobb felhalmozddast tapasztaltunk a majban, a 1€pben, a vesében, a bélben, a tiidében,
a szivben és az agyban a [**Sc]Sc-DO3AM-NI radiofarmakonhoz képest. Ez azt is jelenti,
hogy a [%Ga]Ga-DO3AM-NI radiofarmakon nagy akkumuldcidja a nem célzott
szervekben, szdvetekben kisebb tumor/héttéraranyt eredményezett, mivel a [**Sc]Sc-

DO3AM-NI radiogyogyszer tumor-izom (T/M) ardnya minden idépontban koriilbeliil 10-
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15-sz6r magasabb volt, mint a [**Ga]Ga-DO3AM-NI referencia vegyiileté. Az ex vivo
vizsgalatok jo egyezést mutattak az in vivo vizsgélatokkal. Az elvégzett preklinikai
vizsgalat alapjan kijelenthetjiik, hogy a [**Sc]Sc-DO3AM-NI komplex a KB tumorok
egyértelmil detektalasat teszi lehetévé a PET képeken, ezért igéretes hipoxia-specifikus
PET radiogydgyszernek tekinthetd.

A kovetkezO kisérletekben hipoxia-specifikus, 2-nitroimidazolt tartalmazé PCTA-
alapt ligandumok Mn(II)- és a Sc(II)-kotd képességét tanulmanyoztuk. A vizsgalni
kivant PC2AM-NI (7) és PC2A-Ph-NI (8) vegyiileteket Tircs6 Gyula és munkatarsai
allitottak eld és bocsatottak a rendelkezésilinkre. Elvégeztiik PC2AM-NI (7) ligandum
fizikokémiai vizsgalatat, amihez elédllitottunk egy referencia vegyiiletet, a PC2AM"B"
(14) molekulat is. Ez alapjan a PC2AM-NI ligandum jo6 Mn(Il)-kotd kelatornak
tekinthetd, mivel a komplexképzodés pH = 4 {6lott teljes. Ez a kelat inert a savkatalizalt
disszociacioval szemben. A Mn(PC2AM-NI) mérsékelt relaxivitdsa a fémionhoz
koordinal6dé vizmolekula hidnyét jelzi, ezért MRI alkalmazasra nem javasolhato, de
>Mn-alapi PET képalkotdsra alkalmas. Tovdbba a Sc(PC2AM™BY) stabilitisa egy
nagysagrenddel marad csak el a Sc(PCTA) értékétol, ugyanakkor az inertsége 1ényegesen
jobb (a disszociacidra jellemzd sebességi allandok tizszer kisebbnek adodtak). A PC2A-
Ph-NI (8) ligandum fizikokémiai vizsgalata még folyamatban van.

Ezutdn megvalositottuk a PC2AM-NI (7) és PC2A-Ph-NI (8) vegyiiletek radiokémiai
vizsgalatat, ennek soran a ligandumokat pozitron-sugarzé mangéan-52 és a szkandium-44
izotopokkal jeloltiikk, majd elvégeztiik az eldallitott radiokomplexeknek a preklinikai
vizsgélatat 1s. Az mangan-52 izotdppal végzett radiokémiai vizsgalatok soran
megallapitottuk, hogy 37°C-on a PC2AM-NI ligandum esetében mar 0,1 mM
ligandumkoncentracié mellett 100%-o0s volt a radiojelzés hozama, mig ugyanehhez a
PC2A-Ph-NI esetében 1 mM ligandumkoncentraciodra volt sziikség. 95°C-on a PC2AM-
NI esetében 0,01 mM-os ligandumkoncentracio is elegendd volt a teljes jeldléshez, mig a
PC2A-Ph-NI esetében ez csak 0,1 mM-os ligandumkoncentracio esetében kovetkezett be.
A szérumstabilitasi és a fémcserés kisérletek soran mindkét >>Mn-jelzett komplexet nagy
stabilitas jellemezte 4 6ran keresztiil, ugyanakkor gyenge stabilitast mutattak az EDTA
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ligandummal térténd ligandumcsere esetén. A **Sc-jelzett komplexeket 4 oran keresztiil
nagyfoku stabilitas €s inertség jellemezte a fent emlitett stabilitasi vizsgalatok soran.

Elvégeztiik az eldallitott >Mn- és **Sc-jelzett radiokomplexek preklinikai vizsgélatat.
A bomlas-korrigalt PET-felvételek kvantitativ analizise soran kapott eredmények alapjan
a szubkutan novekvé BI6F10 melanomatumorok hipoxids teriiletei egyértelmiien
detektalhatoak voltak az >Mn- és a **Sc-jelzett PC2A-Ph-NI radiofarmakonokkal. Ezzel
ellentétben az >*Mn- és **Sc-jelzett PC2AM-NI komplexek alkalmazasa alacsony tumor-
akkumulacidt és tumor-izom aranyt eredményezett, igy ezek a radiojelzett komplexek
nem elég hatékonyak a tumorhipoxia kimutatasdhoz.

A kutatds kovetkezd részében 20%206Bi-jelzett polioxopalladat (POP) komplexek
szintézisét valodsitottuk meg, melynek soran [2*2%°Bi]bizmutionokat épitettiink be
kiilonbozé POP-szerkezetek kozéppontjdba. A radiokémiai kisérletek soran
hordozomentes bizmut-205/206 izotopokat alkalmaztunk, az a-kibocsatd bizmut-213
helyettesitéiként a [>**2%°Bi]BiPd2AsL, [2°72%Bi]BiPdi,AsLN, [*°¥20Bi]BiPd;,AsLc,
illetve [>*2°Bi]BiPdisPL komplexek eléallitasdhoz. A reakciok soran a radiofém
beépiilése a radio-TLC vizsgalat szerint 10 perc alatt teljes végbement, a radiokémiai
hozam mindegyik esetben nagyobb volt, mint 99%. A [>**?%Bi]BiPdi>AsL polianiont
szilard fazisu extrakcioval sikeresen tisztitottuk. A tisztitott komplex patkdnyszérumban
torténd inkubécidja soran [2°2°Bi]BiPdiAsL-fehérje aggregatum képzodott.

A kutatdomunkam utolsé részében a radiofarmakonok farmakokinetikai tulajdonsagait
befolyésold albumink6td egység hatasat vizsgaltuk, ami képes novelni a rovid bioldgiai
felezési 1dejli peptidek keringési idejét. A kisérletekhez el6szor az albuminkoto egységet,
nevezetesen a p-jod-fenilbutansav (IPB) molekula részletet konjugaltuk egy melanoma-
specifikus NAPamid peptidhez. Ezutdn a p-jod-fenilbutinsav egységet tartalmazo
NAPamid peptid (18) szarmazékot pozitron-sugarzé ®Ga-, alfa-sugarzé 2'°Bi- és béta-
sugarzd '""Lu-izotoppal jeldltiik. A bizmut-213 nuklid nehéz hozzaférhetdsége miatt
kisérleteinkhez ciklotronban eldallitott bizmut-205/206 izotdpot hasznaltunk, ami

lehetdvé teszi a radiokomplex tumor-specifitasanak és farmakokinetikai tulajdonsagainak
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a vizsgalatat. A preklinikai vizsgalatokhoz referencia vegyiiletként az irodalombol ismert
DOTA-NAPamid (19) radiojelzett komplexeit alkalmaztuk.

A %Ga-, 205206Bj. ¢s ""Lu-jelzett komplexek in vivo és ex vivo vizsgalata soran kapott
eredmények elemzése sordn a kdvetkezd megallapitasokat tehetjiikk. Az albuminkotd
egységet tartalmazo ®%Ga-, 2992%Bi- és !""Lu-jelzett MCI-R-specifikus NAPamid
radiofarmakonok megnovekedett keringési idejiik miatt szignifikansan nagyobb
radiofarmakon-felvételt eredményeztek a B16F10 melanoma daganatokban az IPB
egység nélkiilieckhez képest. Azonban a radiofarmakonok intravénas beaddsa utan 90
perccel végzett kisérletekben az IPB-vel konjugalt DOTA-NAPamide magas
radiofarmakon-felvételt eredményezett a szivben, tiidoben és a vérben is. Ez azt jelzi,
hogy az albumink&td egység sikeresen ndvelte a radiofarmakon keringési idejét, de sajnos
ezzel egyidoben ndvelte a nem célzott szervek sugarterhelését, valamint a nagy hattér
felvétel rontotta a PET képek kontrasztjat, foleg a rovid felezési idejii radiofarmakonok
esetében.

Az albuminkd6td egység bevezetése elsdsorban a hosszl felezési idejli lutécium-177
izotoppal jeldlt radiofarmakon esetében volt elényds, mivel a [!”’Lu]Lu-DOTA-IPB-
NAPamid esetében a radiofarmakonok intravénds beaddsa utan 24 oraval elvégzett
kisérletekben az albuminkétd egység jelenléte jelentdsen novelte a ['7’Lu]Lu-DOTA-
IPB-NAPamid keringési idejét, ami magas tumorfelvételt eredményezett, igy ebben az
idépontban a tumor még mindig jol detektalhatd volt a SPECT képeken. Mig az IPB
egyseéget nem tartalmazo referencia vegytilettel késziilt SPECT képeken a tumor nem volt
kimutathat 24 oraval a radiofarmakon injektaldsa utan. Sajnos a [!”’Lu]Lu-DOTA-IPB-
NAPamid esetében is magas radiofarmakon-felhalmoz6dast mértiink a vérben és a vérbd
szovetekben elengedhetetlen a komplex klinikai felhasznalasdhoz. Ezért a tovabbi
kutatasok soran célszertibb lenne a 4-(p-jod-fenil)-butansav helyett az albuminhoz kisebb
mértékben kotddd molekula részletet alkalmazni albuminkotd egységként, példaul p-

(tolil)vajsavat, ami kikiiszobolhetné ezt a problémat.

119



7. Summary

The use of radiometal complexes as radiopharmaceuticals is getting increasingly
common in medical diagnostic tests (PET and SPECT) and targeted radiotherapy. These
clinical applications require metal complexes with high stability and inertness under in
vivo conditions.

In the first part of the research work, metal complexes containing a hypoxia-specific
2-nitroimidazole vector molecule were prepared and investigated. During tumour cell
proliferation hypoxia triggers angiogenesis (which is crucial for tumour growth), but also
induces malignant progression and significantly reduces the effectiveness of
chemotherapy and radiotherapy. PET imaging with 2-nitroimidazole-based
radiopharmaceuticals allow the detection of hypoxic regions of tumours, thus helping
therapy planning.

First, the synthesis of the DO3AM-NI (6) ligand was carried out. Then the
physicochemical analysis of Sc(DO3AM-NI) complex was performed, which provided
the following results: the Sc(DO3AM-NI) chelate was characterized by average slow
formation in acidic media, and had lower thermodynamic stability than the reference
Sc(DOTA) complex, but was significantly more inert, making DO3AM-NI an excellent
Sc-binding ligand.

The **Sc-labeled DO3AM-NI radiocomplex was synthesized and its biological
properties were compared with those of the ®*Ga-labeled DO3AM-NI known from the
literature by ex vivo and in vivo biodistribution studies using PET imaging. The studies
were performed using healthy and KB tumor-bearing SCID mice, 90 and 240 minutes
after the intravenous administration of the radiopharmaceuticals. No significant difference
was found between the accumulation of **Sc- and ®*Ga-labeled DO3AM-NI in KB tumors
on PET images. However, during the examination of [**Ga]Ga-DO3AM-NI we observed
a significantly higher accumulation in the liver, spleen, kidney, intestine, lung, heart and
brain compared to the [**Sc]Sc-DO3AM-NI, resulting in a lower tumor/background ratio
for [®3Ga]Ga-DO3AM-NI. Furthermore, the tumor-to-muscle (T/M) ratio of [**Sc]Sc-
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DO3AM-NI was approximately 10-15 times higher than that of the reference compound
[%¥Ga]Ga-DO3AM-NI at all time points. The ex vivo studies showed good agreement with
the in vivo studies. Based on these results, we could conclude that the use of [**Sc]Sc-
DO3AM-NI complex resulted in higher resolution visualization of KB tumors on PET
images and could therefore be considered as a promising hypoxia-specific PET
radiopharmaceutical.

In the following experiments, two other 2-nitroimidazole-containing hypoxia-specific
molecules were investigated. In these compounds, PCTA was used as a complexing agent.
PCTA is a suitable ligand for the complexation of Mn(II) and Sc(III) ions. For this study,
PC2AM-NI (7) and PC2A-Ph-NI (8) ligands were prepared and provided by Gyula Tircsé
and co-workers. A physicochemical study of the ligand PC2AM-NI (7) was performed,
for which a reference compound, PC2AM"" (14), was also prepared. PC2AM-NI was
found to be good Mn binder, as the complexation was complete above pH = 4. The
inertness towards acid-assisted dissociation was also good. Mn(PC2AM-NI ) showed low
relaxivity, indicating the absence of inner-sphere water molecule. Therefore, the given
complex could not be suggested as a probe for MRI but could rather be recommended for
>Mn-based PET imaging. The stability of Sc(PC2AM™") was lower than that of
Sc(PCTA) by one order of magnitude, yet its inertness was considerably better (a 10-fold
decrease in the rates of dissociation was observed). The physicochemical study of the
ligand PC2A-Ph-NI (8) is still in progress.

Next, we carried out a radiochemical investigation of PC2AM-NI (7) and PC2A-Ph-
NI (8) compounds by labelling the ligands with positron emitting manganese-52 and
scandium-44 isotopes, and then performed a preclinical study of the prepared
radiocomplexes. In radiochemical studies with the manganese-52 isotope, we found that
at 37°C, 100% radiolabelling was achieved with 0.1 mM ligand concentration for the
PC2AM-NI ligand, whereas 1 mM ligand concentration was required for PC2A-Ph-NI.
While at 95°C, a ligand concentration of 0.01 mM was sufficient for complete labeling in
the case of PC2AM-NI, this was only the case for PC2A-Ph-NI at a ligand concentration
of 0.1 mM. In serum stability and transmetalation experiments, both >*Mn-labeled
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complexes showed high stability over 4 h, but poor stability against transkelation with
EDTA ligand. The **Sc-labeled complexes were characterized by high stability and
inertness during all stability tests for 4 hours.

Subsequently, a preclinical examination of the resulting Mn- and **Sc-labelled
radiocomplexes was performed. Quantitative analysis of decay-corrected PET images
revealed that hypoxic areas of subcutaneously growing B16F10 melanomatumors were
clearly detectable with **Mn- and *‘Sc-labeled PC2A-Ph-NI radiopharmaceuticals. In
contrast, the use of >*Mn- and **Sc-labeled PC2AM-NI complexes resulted in low tumor
accumulation and tumor-to-muscle ratios, so these radiolabeled complexes are not
efficient enough to detect tumor hypoxia.

In the next part of the research, 2*?%Bi-radiolabeled POPs have been synthesized by
incorporating a [2°¥?%Bi]bismuth ion in the center of the POP structures. Carrier-free
bismuth-205/206 radioisotopes (as surrogates of o-emitting >'°Bi) were incorporated into
the POP host-cage for the preparation of [2°*2%Bi]BiPdi,AsL, [*°?%Bi]BiPdi2AsLN,
[205206Bi]BiPd;2AsLe, and  [?°¥2%Bi]BiPd;sPL, respectively. The radiometal
incorporation was complete (>99% radiochemical yield) in 10 min according to radiothin-
layer chromatography. The [2°?%°Bi]BiPdi>AsL polyanion was purified by solid-phase
extraction. The incubation in rat serum showed the formation of a
[20529°Bi]BiPd,AsL—protein aggregate.

Finally, the effect of albumin-binding moiety on the pharmacokinetic properties of
radiopharmaceuticals was investigated. In this study, the albumin-binding p-
iodophenylbutanoic acid (IPB) was conjugated to a melanoma-specific NAPamide
peptide. This albumin-binding moiety was able to increase the circulation time of
NAPamide, which had a short biological half-life, thereby increasing the low tumour
accumulation of this rapidly clearing peptide derivative. We radiolabelled the NAPamide
peptide derivative containing the p-iodophenylbutanoic acid moiety (18) with positron-
emitting ®*Ga-, alpha-emitting 2'°Bi- and beta-emitting !”’Lu- isotopes. Due to the difficult
availability of the bismuth-213 nuclide, we used the bismuth-205/206 isotope produced
in the cyclotron for our experiments, which allowed the investigation of the tumour-
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specific and pharmacokinetic properties of the radiocomplex. The known DOTA-
NAPamide (19) was radiolabelled with the above-mentioned radiometals and the resulting
radiocomplexes were used as reference compounds for preclinical studies.

Analysis of the results obtained from in vivo and ex vivo studies of the ®3Ga-, 2052%Bi-
and '""Lu-labeled complexes, the following conclusions could be made. Due to their
increased circulation time, the ®%Ga-, 202%Bi- and !"’Lu-labeled MC1-R-specific
NAPamide derivatives containing the albumin-binding unit resulted in significantly
higher radiotracer uptake in B16F10 melanoma tumors compared to those without the IPB
unit. This indicated, that we were successful in increasing the circulation time of the
radiopharmaceutical with the albumin-binding unit (IPB). However, in addition to
increased tumour uptake, the presence of the albumin-binding unit resulted in higher
accumulation of radiotracers in the heart and lungs, as well as in other blood-enriched
organs. Unfortunately, this means that conjugation of the IPB unit also increased the
radiation exposure to non-target organs, and this higher background radiation degraded
the contrast of the PET image.

The increased circulation time was particularly beneficial for radiopharmaceutical
labelled with the long half-life lutetium-177 isotope. Since in experiments with [!”’Lu]Lu-
DOTA-IPB-NAPamide 24 hours after intravenous administration of the
radiopharmaceutical, BI6F10 melanoma tumours were well detected on SPECT images.
While, in the case of the reference compounds without the IPB moiety, tumours were not
detectable at this time point. However, for [!7’Lu]Lu-DOTA-IPB-NAPamide, we also
measured a higher accumulation in blood and blood-enriched organs, and its reduction
could be essential for the clinical application of this radiocomplex. Therefore, in further
research, it would be preferable to use a molecule that binds less to albumin instead of 4-
(p-iodophenyl)-butanoic acid. Such a molecule could be, for example, p-(tolyl)butyric

acid, which would eliminate this problem.
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9. Fiiggelék

9.1 PC2AM-NI ligandum esszencialis fémionokkal alkotott komplexeinek fizikai-
kémiai jellemzése

1. Tablazat 4 PC2AM-NI ligandum fémionokkal alkotott komplexeinek stabilitasi és
protondlodasi allandoi, kiegészitve a PCTA és a 3,9-PC2A ligandumokkal alkotott
komplexek megfelelo értékeivel (0,15 M NaCl, 25°C)

PC2AM-NI PCTA [119] 3,9-PC2A [113]

log Bt 15,99 16,70 18,22
= log K 7,60(3) 12,35 9,84
=
=10l
= log Ky 5,66(3) 3,82 5,91
o log K 9,45(6) 12,72 9,92
ot
O log KuuL 4,30(4) 3,79 5,08
o log K 16,25(5) 20,48 19,49
=
N log Kwne 2,94(5) 3,10 2,47
= log K; 18,79 23,58
E 08 B Nem hataroztuk
] meg®
O log Kt & 3.58 2.12

A [Cu(PC2AMN™)]-komplex stabilitasat pH-potenciometridss és UV-lathatdé spektrofotometrias
modszerrel nem tudtuk meghatarozni, mivel pH = 2-nél mar teljes a komplexképzddés, a komplex

.....

kompetitiv modszert terveziink.

Az 1. tablazat alapjan a PC2AM-NI ligandum fémionokkal alkotott komplexeinek
stabilitasa kisebb, mint az 6sszehasonlitd komplexek megfeleld értékei. A Ca(Il)- és a
Mg(Il)-komplexekben talalhaté protonalodasi allandok értéker nagyobbak, mint a
hozzéatartozd ligandumok 3. és 4. protonalddasi allanddéi, amely a ligandumok
karboxilcsoportjahoz rendelheték. Mivel altalanossagban a ligandumban taldlhatd, a
fémion koordinéacidjahoz szorosan kotddd csoportok protonalodasi allandoi csdkkenek a

komplexképzddést kovetden, ezért azt feltételezziik, hogy a Ca(Il)- és Mg(I1)-komplexek
I



protonalddasa nem a karboxilcsoportokhoz, hanem a makrociklus aminocsoportjaihoz
kothetd.
9.2 A kémiai szintézisek leirdsa
9.2.1 2-(2-nitroimidazol-1-il)-etil-DO3AM (6) eldallitasa

A 2-(2-nitro-imidazol-1-il)-etdn-amin szintézisét a Zha ¢és munkatarsai altal leirt
modszer modositott valtozataval végeztiik [108]. 2-nitro-imidazol (1, 1,55 g, 13,7 mmol)
¢s terc-butil-2-brom-etil-karbamat (2, 4,2 g, 18,8 mmol) vizmentes dimetil-formamiddal
(20 mL) késziilt oldatdhoz natrium-jodidot (0,2 g, 1,36 mmol) és kalium-karbonatot (3,79
g, 27,4 mmol) adtunk és szobahémérsékleten 4 nap keverés utan a reakcidelegyet etil-
acetattal higitottuk és vizzel mostuk. A szerves fazist elvalasztottuk és szaritottuk, végiil
vakuumban bepéroltuk. A maradékot etil-acetatbol atkristalyositottuk és igy 3,2 g (91%)
terc-butil-2-(2-nitro-imidazolil)-etil-karbamatot (3) kaptunk halvanysarga kristalyok
formajaban. A 3-as vegyiiletet (66 mg, 0,256 mmol) 1 mL diklér-metanban oldottuk és 1
mL trifluorecetsavat adtunk hozza. Egy ¢éjszakan 4t tartd keverés utan a reakcioelegyet
beparoltuk. A 4-es nyersterméket tovabbi tisztitds nélkiil hasznaljuk fel a kovetkezd
lépésben. A 2-(2-nitro-imidazol-1-il)-etinamint (4) DOTA-hoz (5) konjugaltuk
Hoigebazar és munkatarsai altal leirt reakciokoriillmények alkalmazéasaval [83]. A 4-es
vegyiiletet (0,256 mmol) és DOTA-t (5, 104 mg, 0,256 mmol) feloldottuk N, N-dimetil-
formamid és viz 1:1 aranyt elegyében (3 mL) és hozzdadtunk 53 mg (0,256 mmol) N,N*-
diciklohexil-karbodiimid 300 pL piridinben késziilt oldatat. Egy éjszakan at tartd keverés
utan a reakcidelegyet sziirtiik, €s a sziirletet vakuumban beparoltuk. A nyersterméket
szemipreparativ HPLC-vel tisztitottuk, melynek soran 43 mg DO3AM-NI-t (6, 31%)
kapunk. A félpreparativ HPLC tisztitdst Luna C18 10 um (250 x 10 mm) oszlopon
végeztiik és a kovetkez6 eluenseket alkalmaztuk: A olddszer: 1% HCOOH, B oldoszer:
acetonitril. A gradiens: 0 perc: 100% A, 2 perc: 100% A, 32 perc: 0% A, 40 perc: 0% A
40,1 perc: 100% A volt, mig az aramlasi sebesség 4 mL/perc volt. 'H NMR (400 MHz,
D>0) 6 7.52 (s, 1H, imidazol-CH), 7.15 (s, 1H, imidazol-CH), 4.61 (s, 2H, CH_, 3.92 —
2.97 (m, 24H, 12xCHa), 2.85 (s, 2H, CHz). HRMS ESI: C21H3NgOo, [M]"szamitort =
542,2449; [M+H] mern = 543,2534.
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9.2.2 PC2AM" (14) szintézise

Eldszor a 2-brom-N-butilacetamid (11) szintézisét valdsitottuk meg. Az izzitott KoCOs
(1,89 g, 13,7 mmol) 80 mL diklérmetanban szuszpendaltattuk, majd hozzaadtuk a
butilamint (9, 1 g 13,7 mmol,) és a keveréket 0°C-ra hiitottiik. Ezutan a 2-brom-acetil-
bromid (10, 2,48 g, 12,3 mmol) diklormetanos oldatat (30 mL) csepegtettiik az elegyhez
argon atmoszféraban egy oran keresztiil. Egy 6ra utan a reakcidelegybdl kivalt szilard
anyagot G3 tivegsziirdvel kiszlrtiik és diklérmetannal mostuk. A sziirletet eldbb 50 mL
vizzel, majd 50 mL 5%-os citromsav oldattal, végiil Gijra 50 mL vizzel extrahaltuk. A
szerves fazist MgSOq-tal szaritottuk, sziirtiik, majd vakuumban beparoltuk. A
nyersterméket flash kromatografiaval tisztitottuk (eluens: hexan — etil-acetat). A kapott
szintelen olaj (11) tdmege 500 mg (21%) volt. '"H NMR (360 MHz, CDCI3) § (ppm): 7.05
(1H, s, -NH-), 3.78 (2H, s, CH»), 3.17 (2H, m, CH>), 1.42 (2H, m, CH»), 1.26 (2H, m,
CH>-), 0.83 (3H, t, CH3); *C NMR (CDCl3) § (ppm): 166.0 (C=0), 39.8,31.1,29.1, 19.9
(CH>), 13.6 (CH3); HRMS ESI: CsHi2BriN;O1, [M+H]szamitor = 194,0175; [M+H] mer =
194,0176. A kovetkezd 1épésben a 3,9-PC2AE-t (12, 300 mg, 0,793 mmol) oldottuk
vizmentes acetonitrilben (150 mL), majd izzitott K»CO3-ot (329 mg, 3.96 mmol) adtunk
hozza. Ezutdn a 11-es vegyiilet vizmentes acetonitriles (50 mL) oldatat lassan
csepegtettilk hozza a reakcioelegyhez. Egy oras reakcioidd utdn a reakcioelegybdl a
szilard anyagot G3-as livegsziirdvel kiszilirtiik, majd a sziirletet vikuumban beparoltuk. A
nyersterméket preparativ HPLC-vel tisztitottuk (A eluens: 5% TFA, B eluens: MeCN —
gradiens: 0 perc: 100% A, 15 perc: 10% A, 16 perc: 100% A, mig az aramlasi sebesség
25 mL/perc volt. A 13-as halvanysarga olaj tomege 280 mg (72%) volt. 'H NMR (500,13
MHz, CD3CN) 6 (ppm): 7.87 (1H, s, NH), 7.77 (1H, t, arom.), 7.20 (2H, d, arom.), 4.19
(4H, q, CHy), 4.06 (2H, m, CH»), 3.99 (2H, m, CH>), 3.96 (2H, m, CH>), 3.79 (2H, s,
CH>), 3.66 (4H, m, CH>), 3.39 (2H, m, CH>), 3.25 (4H, q, CH»), 3.16 (2H, m, CH»), 1.54
(2H, m, CH>), 1.39 (2H, m, CH>), 1.27 (6H, t, CH3), 0.97 (3H, t, CH3); '*C NMR (125,76
MHz, CD3;CN) 6 (ppm): 172.2 (2C, C=0), 165.3 (C=0), 160.8 (2C, Cq arom.), 139.2 (C
arom.), 121.7 (2C, C arom.), 61.4, 58.2, 58.1, 53.6, 51.3 (2C, CH>), 47.3, 39.7, 32.0, 20.7
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(1C, CH), 14.5 (2C, CH3), 14.0 (1C, CHs); HRMS ESI: C25H41Ns5Os, [M+H]szamitote =
492.3180; [M+H] mert = 492.3180 [M+H]*. Végiil a 13-as vegyiiletet (390 mg, 0.793
mmol) 40 mL absz. etanolban oldottuk ¢és szilard NaOH-ot (127 mg, 3.17 mmol) adtunk
az oldathoz. Két ora utan a reakcidelegyet bepdroltuk és a nyersterméket preparativ
HPLC-vel tisztitottuk (A eluens: 5 mM TFA, B: MeCN - gradiens: A: 95% — 75% 8
perc alatt). A PC2AM"BY (14) halvanysarga olajként nyertiik ki és a témege 159 mg (46%)
volt. 'H NMR (360 MHz, CD;0D) § (ppm): 7.85 (1H, t, arom.), 7.32 (2H, d, arom.), 4.95
(4H, s, CH»), 4.36 (4H, s, CH»), 3.88 (2H, s, CH>), 3.86 (4H, s, CH»), 3.40 (4H, s, CH>),
3.26 (2H, t, CH), 1.52 (2H, m, CH>), 1.38 (2H, m, CH>), 0.96 (3H, t, CH3); *C NMR
(CD30D) & (ppm): 172.7 (2C, C=0), 168.5 (C=0), 158.2 (2C, Cq arom.), 140.2 (C
arom.), 122.4 (2C, C arom.), 59.2, 57.8, 53.7, 53.0,40.31, 32.3, 21.1 (2C, CH>), 50.8 (1C,
CH), 14.0 (1C, CHs3); HRMS ESI: C1H33Ns50s, [M+H]szamitor = 436.2554; mért:
[M+H]"mért = 436.2554.

9.2.3 DOTA-IPB-NAPamid (24) szintézise

A DOTA-IPB-NAPamid (24) szintézisét az Umbrict €s munkatarsai [127] altal leirt
modszerhez hasonlé médon végeztiik. Eloszor a Dde-Lys(Fmoc)-OH-t (15, 38,3 mg,
0,072 mmol) Ac-Nle-Asp(tBu)-His(Trt)-(D-Phe)-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Gly-Lys-(rink
Amide MBHA gyanta)-hoz (16, 0,018 mmol) konjugaltuk (O-(benzotriazol-1-il)-
N,N,N',N'-tetrametiluronium-hexafluor-fosztat (HBTU, 27 mg, 0,071 mmol) ¢é&s
diizopropil-etil-amin (DIPEA, 12,5 uL 0,072 mmol) jelenlétében vizmentes N, N-dimetil-
formamidban (2 mL). Az Fmoc-véddcsoportot 2 mL DMF-ben késziilt 50%-os piperidin
oldattal tavolitottuk el. Ezutan a (p-jod-fenil)-butansavat (19, 35 mg, 0,072 mmol) a 18-
as NAPamid szarmazékhoz kapcsoltunk HBTU (27 mg, 0,071 mmol) és DIPEA (12,5 puL,
0,072 mmol) jelenlétében, vizmentes DMF-ben (2 mL). Ezutan a Dde véddcsoportot 2
mL DMF-fel késziilt 2%-os hidrazin oldattal tavolitottuk el a 20-as peptid szarmazékrol.
Majd DOTA-trisz(t-Bu) észtert (22, 41 mg, 0,072 mmol) kapcsoltunk HBTU (27 mg,
0,071 mmol) és DIPEA (12,5 pL, 0,072 mmol) jelenlétében, vizmentes DMF-ben (2 mL)
a 21-es peptid szarmazekhoz. Végiil a 23-as NAPamid szarmazékrol trifluor-ecetsavval
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(TFA, 2 mL) a véddcsoportokat eltavolitottuk, valamint ennek sordn a peptidet is
lehasitottuk a gyantarél, majd a beparlas utan a nyers DOTA-IPB-NAPamidot (24)
félpreparativ. RP-HPLC-val tisztitottuk. A félpreparativ RP-HPLC tisztitast a 5.1.1.
fejezetben leirtak szerint végeztiik. A tr 17,5 perc volt, és az Osszegyljtott frakciot
liofilizaltuk, igy 11,7 mg DOTA-IPB-NAPamidot (24) kaptunk (34,5%). HRMS ESI:
[M+H]* szimitort = 944,4193 és [M+H]* " samitore = 629,6145; [M+H]* mert = 944,4180 és
[M+H]* " mere = 629,6163.



