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Bevezetés és célkituzeés

A pozitronemisszids tomografia (PET) egy funkcionalis non-invaziv
orvosdiagnosztikai eljaras, melynek segitségével meghatarozhato a
szervezetbe juttatott radioaktiv pozitronbomlo izotdpok bomlésdnak pontos
helye. A PET alkalmazésa soran egy pozitron €s egy elektron kolcsonhatasabol
szarmazo 511 keV energiaju gamma-fotonokkal alkothatunk képet. Az é16
szervezetben talalhaté elemek pozitront emittald izotopjai, mint a °0, N és
11C rovid felezési idével rendelkeznek, amelyek csak gyors, helyben torténd
felhasznalast tesznek lehet6vé. Jelzett anyagok eldallitasa soran Kkis
molekulaknal leggyakrabban a hasonld tulajdonsagi ®F izotop kovalens
kotéssel torténd bevitelét alkalmazzak, ami ciklotronnal nagy hozamban
eléallithato és sokkal hosszabb felezési ideje révén Gsszetett radiofarmakon
szintézisekben is alkalmazhat6. Az egyik legelterjedtebb radiofarmakon a 2-
[®F]fluoro-2-dezoxi-D-gliikoz  ([*®F]FDG), ami az egyes szovetek
cukorfelvételének intenzitasat teszi értékelhetdvé. Peptidek, fehérjék és
antitestek esetén a fémizotopokkal valo jelzés gyakran elénydsebb lehet. A
radiofémek féelényei a hosszabb felezési 1dd, illetve a vizes kozegben,
szobahOmeérsékleten is végrehajthaté radiojelzés.

A radiofémionok koziil kedvezé tulajdonsagaival kiemelkedik a
ciklotronnal is eldallithato  [*Sc]Sc®  (t1.=3,97 6ra), [*®Ga]Ga’"
(t2=67,71 perc) és [>>Mn]Mn?* (t12=5,59 nap). Felhasznalasukat nehezitik az
eloallitds soran mellékreakciokban keletkezd radioknuklidok, illetve a kiils
forrasbol szarmazoé szennyezé fémionok. Az inaktiv szennyezd ionok
szarmazhatnak a felhaszndlt alapanyagokbol, illetve a targetanyag
elokészitési- és feldolgozasi 1épései soran juthatnak a fémizotdpot tartalmazo
oldatba, melyek hasonld koordinacios tulajdonsagaik révén csokkentik a

jelzési reakcid hatasfokat, valamint a kiilonboz6é felezési idejii izotdopok
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megnehezitik a kés6bbi képalkotas szamszerUsitett kiértékelését. Ezért jelen
ertekezés egyik célkitiizésekent a radioaktiv- és a nem radioaktiv
fémszennyezok kvalitativ- és kvantitativ meghatarozasara szolgalo modszerek
kidolgozdsat valasztottuk. A radioaktiv nuklidokat gamma-spektroszkopiaval
detektdltuk, mig az inaktiv fémionokat 4-(2-piridilazo)-rezorcin (PAR) és
xilenolnarancs  (XO)  szarmazékképzo  agensekkel — hataroztuk  meg
folyadékkromatogrdfias és kolorimetrids modszerekkel.

A radiofémekkel végzett jelzések kovetésére altaldban olyan
folyadékkromatografias modszereket alkalmaznak, melyek a keldtorral
konjugélt biomolekula retencidjat hasznaljak ki a szabad fémionoktol vald
elvalasztasra. Azonban a tobbnyire forditott fazisu oszlopokat alkalmazo
modszerek nem megfeleléek a szabad kelatorok jelzésének kovetésére, vagyis
fémionok ¢és fémkomplexek elvalasztasara, mivel a legtobb kelator és a
képz6do komplexek polarosak, igy nincs visszatartasuk az apolaros kolonnan.
Ezért munkam masik célja olyan uj folyadékkromatografias modszerek
kifejlesztése volt, melyek lehetové teszik szabad- és biomolekulahoz konjugalt
keldtorok pozitronbomlo fémizotopokkal torténd jelzésének kovetését. A
modszerek kidolgozdsa soran az egyik cél a szabad fémizotop retenciojanak
elérése volt reverzibilis megkotodés mellett, valamint az aktiv komplex
elucioja.

A modszerfejlesztéshez kevert modi kromatografids 4llofazisokat
hasznaltunk, amelyek egynél tobb kolcsonhatas alkalmazasat teszik lehetévé a
minta komponensek elvalasztasara. Apolaros lancok mellett kation- és/vagy
aninoncser¢ld csoportokat is tartalmaznak, igy egy elicid soran tobbféle
kromatografids elvalasztdsi mod is hasznalhatd. Kivald olyan vegyiiletek
elvalasztasaban, amelyek visszatartasa csekély forditott fazison, kiillondsen a

polaris és toltott molekulak esetében.
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Alkalmazott modszerek

A radiofémek el6allitasahoz a kalciumot (99,99%), az izotop dusitott
687Zn-et (98,60%) és a kromot (99,99%) GE PETtrace tipusu ciklotronnal, sajat
készitési target rendszer segitségével sugaraztuk be, majd izotop specifikusan
DGA, ZR, TK200 és AG® 1-X8 gyantakon tisztitottuk. Tisztasdguk gyors
ellendrzéséhez szilikagéllel impregnalt iiveg mikroszalas vékonyréteg
kromatografias papirt iTLC-SG) hasznaltunk.

A kromatografias modszerfejlesztésekhez alkalmazott DOTA és NOTA
kelatorokat a ChemaTech gyartotol vasaroltuk, mig a tobbi ligandumot a
Fizikai Kémiai Tanszék Ritka(fold)fém Kutatécsoport munkatarsai ¢€s
hallgatoi, valamint Baranyai Zsolt és munkatarsai biztositottdk szamunkra.

A fémionok kolonna el6tti- és utani 4-(2-piridilazo)-rezorcin (PAR) és
xilenolnarancs (XO) szarmazékképzokkel torténd meghatarozasahoz, valamint
a kolorimetrias vizsgalatok pontosabb kiértékeléséhez a kovetkezd
részegységekbdl osszeallitott folyadékkromatografias késziiléket hasznaltuk:
fémmentes Jasco PU-20801 pumpa, Knauer 3800 automatikus mintavevd
(manyag szelep, tii, és 10 pL-es PEEK injektor loop), Hamamatsu Photonics
H10493-001 radioaktiv detektor és Waters 2487 dual A abszorbancia detektor.
A kromatografids elvéalasztds Dionex lonPac CSS5A (2 x 250 mm) tipust
ionkromatografias és LiChrospher 100 RP-18 (75 x 4 mm, 5 um) oszlopokon
tortént.

A radiofémek és komplexeik elvéalasztasara Waters Acquity UPLC I-
Class tipusu kromatografids rendszert haszndltunk, amihez eluensszallitd
egység (BSM), automata mintaadagolé (atfolyo-tiivel és 100 uL-es loop-al),
kolonnavalto, diddasoros detektor és fotoelektron-sokszorozo csével ellatott
plasztik szcintillacios radioaktivitas detektor (Hamamatsu Photonics) volt

kapcsolva. A modszerfejlesztésekhez Adsorbosphere XL SCX (Grace, 4,6 x
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150 mm, 5 pm), Obelisc N (Sielc, 4,6 x 150 mm, 100 A, 5 pm), Obelisc R
(Sielc, 4,6 x 150 mm, 100 A, 5 um), Coresep S (HELIX chromatography, NP-
SCX 4.6 x 50 mm, 90 A, 2,7 um), Coresep 100 (HELIX chromatography, RP-
SCX 4.6 x 50 mm, 90 A, 2,7 pm) és Kinetex XB-C18 (Phenomenex, 50 x 4,6
mm, 100 A, 2,6 um) kevert tdltetli oszlopokat alkalmaztunk. Az adatok
gyljtését €s a kromatogramok kiértékelését minden rendszer esetében
Empower 3 szoftverrel végeztiik el.

Minden esetben 80 uL pufferoldathoz 10 uL-t adtunk a kelator vizes
oldatabol, melyhez a 10 uL [*Sc]Sc®, [%Ga]Ga* vagy [*>Mn]Mn?" izotop
sosavas oldatat adagoltuk (~0,15-0,40 MBQ). A radiojelzési reakcidkat 1,5 mL
térfogati  Eppendorf csdvekben, 95 °C-ra termosztalt fiitdblokkban, 5-
30 perces reakcioidovel végeztiik, majd 0,05 M NaxCOs oldat vagy tiszta viz
futtatoszer alkalmazésaval valasztottuk el az 1TLC-re {Olvitt mintak
komponenseit. A vékonyrétegkromatografias vizsgalatok kiértékeléséhez
Raytest miniGita Star Radio-TLC szkennert (Beta Detector GMC) és GINA
Star TLC szoftvert hasznaltunk.

A radiojelzési reakciok kiillonbozd reakcidkoriilmények (reagensek
koncentracidja, pH, homeérséklet, reakcioidd stb.) hatasanak automatizalt
tanulmanyozasa érdekében mikrofluid rendszert épitettiink. A rendszer
segitségével a LabVIEW 16.0 szoftver felhasznalasaval programozottan
tudtunk reagenseket Osszeinjektalni, termosztalni és a reakcioelegyeket a
reakcioid6é letelte utan azonnal injektalni az elvalasztast végzé6 HPLC-s

kolonnara.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Optimalizaltuk %‘Sc, ®®Ga és >Mn fémizotopok ciklotronnal torténé
eloallitasanak és tisztitasanak folyamatat gamma spektrometrias

vizsgalatok alapjan.

A pozitronbomld izotdpokat gamma spektrometridval azonositottuk a
feloldott targetanyag mintakban. Minden esetben igazoltuk, hogy a szennyezd
radionuklidok az ioncserélé gyantdkon megkdtddtek és savas eliciot
alkalmazva szelektiven elvalaszthatéak voltak a kivant fémizotopoktol. A
megtisztitott végleges frakciok atlagos radiokémiai tisztasaga a kovetkezdnek
adodtak:

1)  #4Sc 98,94%, *'Sc 0,08%; egyéb izotopok: 435¢, 483c, 44MSc 0,98%:;
2) %8Ga99,97%, °"Ga 0,018%, %°Ga 0,012%;
3)  %2Mn 100%.

2. Harom eljarast dolgoztunk ki nem radioaktiv szennyezo
atmenetifémionok  mennyiségi- ¢és mindségi meghatarozasahoz

szarmazékképzo reagensek hasznalataval.

A targetanyagbol szarmazé fémionok (Ca2*, Zn?*, Cr3*) mellett mindig
keletkeztek radioaktiv és tovabbi nem radioaktiv ionok, amelyek a késébbi
komplexképzési reakciok sordn csokkentették az elérhetd radiokémiai
hozamokat.

Kolonna uténi- és eloOtti szarmazékképzd eljarasokat dolgoztunk ki
folyadékkromatografias rendszerekre, amelyekkel az eldallitast kovetden
rovid idén beliil vizsgalni tudtuk a mintdkban 1évé nem radioaktiv fémion
szennyezOket. A  kapott eredmények alapjan a kolonna utani

szarmazékképzéssel végzett kromatografids elvalasztds szelektivebb és
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érzékenyebb modszernek bizonyult a fémionok kimutatasara, de a rendszer
Osszedllitasanak bonyolultsdga és a tapasztalt alapvonali instabilitdsok miatt
nem alkalmazhat6 rutinszeri mindségellendrzésre.

Harmadik moddszerként vizsgaltuk a kolorimetrias reagensek
alkalmazhatosagat kromatografias elvalasztas nélkiil is. A kereskedelemben
kaphat6- vagy sajat fejlesztésti kolorimetrias tesztek hasznosak lehetnek
kimutatdsadra, de nem bizonyultak elég szelektivnek a ppb tartomdnyban
torténd alkalmazashoz, ami a radioaktiv mintak jellemzé fémtartalma.
Megallapitottuk, hogy a kolorimetrids vizsgalat megbizhatosdga ¢és
dokumentaltsaga javithatd, ha a mintakat oszlop jelenléte nélkiil HPLC-UV
detektorra injektaljuk. Ezen tilmenden a HPLC-detektalds lehetdvé teszi a
sokkal kisebb mintamennyiségek alkalmazasat (5-20 mL helyett 30 uL), ami
jelentdsen csokkenti a rovid felezési idejli radioaktiv fémek anyagveszteségét

a mindségellendrzési vizsgalatok soran.

3. Folyadékkromatografias moédszereket dolgoztunk ki kevert modu
analitikai kolonnakra kelatorok %Ga-al torténé radiojelzési reakcioinak

kovetésére.

Modellvegyiiletként DOTA ¢és NOTA ligandumok fémkomplexeit
hasznaltuk. Harom kevert modu (kationcseréld és apolaris funkcioju) analitikai
kolonnan fejlesztettiink ki eljardsokat, amelyeken a vizsgalni kivant
komponensek visszatartassal rendelkeztek. A moddszerek kozos jellemzdje,
hogy a fémkomplexek gyenge kolcsohatasba Iéptek az allofazissal,
feltételezhetden annak kozponti fémionja, azonban a kdlcsonhatas olyan
gyenge, hogy a komplexek tiszta vizzel is eludlhatoak az oszloprdl. Vizes

oldatban viszont a szabad fémionok megko6tédnek a kolonndn. Nagy
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cre

eludlhatoak voltak. Tanulmanyoztuk a fémionok HPLC rendszeren vald
kitapaddsdnak mértékét, amely nagyban fiiggott az eluensben alkalmazott

szervetlen s6 minds€gétol.

4. Meghataroztuk a szabad radiofémek és a veliik képzodott komplexek

toltését az altalunk osszeallitott elektroforézis késziiléket alkalmazva.

A megfeleld elektrolitoldatban fesziiltség hatasara toltésiiknek megfeleld
iranyba mozdultak el a vizsgalt részecskék. A moddszer alkalmazhatd
radioaktiv fémionok és komplexeik toltésének, szilard feliileteken torténd
kitapadasanak és kromatografias viselkedésének tanulmanyozasara is. A
tisztitott “*Sc mintdk 6sszehasonlitd vizsgilata soran nem talaltunk eltérést az
aktiv komponens elektroforetikus viselkedésében eltérd jelzési hatasfok esetén
sem, ez alapjan arra kovetkeztettlink, hogy a jelzési hatasfok valtozasaért nem

a *S¢% oldatbeli formajanak valtozasa lehet a felelds.

5. Elvégeztiik **Sc, ®8Ga és 52Mn fémizotépok radiojelzési reakcioinak

optimalizalasat.

A radiojelzési reakciok vizsgalatdhoz minden izotop eldallitasa sordn a
legnagyobb radionuklidos tisztasadgu, jellemzéen a frakciondlt elucio 3-4.
oldatait hasznaltuk fel. A kromatografias modszerfejlesztésnél is alkalmazott
DOTA ¢és NOTA szarmazékok kedvezdek a szkandium szamara, komplexei
kiemelkedden nagy stabilitastiak és inertségliek, mign a szintén makrociklusos
ligandumok koz¢ tartozé piklén vaza szarmazékok esetén mar csak nagyon
alacsony radiokémiai hozamot kaptunk. Kisebb az elért stabilitds a méret, az

alapvaz, a koordinacids szam és a donoratomok mindsége miatt. A nyilt lanca
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kelatorok szamos fémionnal képesek komplexet képezni, azonban stabilitasuk
alacsonyabb, mig végiil a szemimakrociklusos AAZTA vegyiiletcsalad
kiemelkedé radiokémiai hozamokat mutatott [*4Sc]Sc®* megkotésére.

Szamos [%®Ga]Ga-komplex képzédésének radiokémiai hozamat
hasonlitottuk 06ssze kiilonb6zd ligandum koncentracidok fliggvényében. A
legjobb hozamokat ad6 komplexképzoknek az AAZTA szarmazékok és a
nyiltlinca  CDDADPA, valamint HXTA bizonyultak. A makrociklusos
ligandumok koziil a gallium esetén is kiemelhetéek a DOTA és NOTA
szarmazékok, igy a tovabbi optimalizacios vizsgalatokhoz ezeket a kelatorokat
hasznaltuk. A széleskoriien alkalmazott ammonium-acetat mellett igynevezett
nem koordinalé pufferekkel is vizsgaltuk a [*3Ga]Ga-NOTA és [*®Ga]Ga-
DOTA komplexképzddési reakciojat. a legjobb jelzési hatasfokokat AmALC,
MOPS ¢s HEPES pufferekkel értiik el. A HEPES és MES puffer esetén kaptuk
a legalacsonyabb visszanyerést a kromatografids mérés soran. A
folyadékkromatografias elvalasztdsok soran azonban a nem koordinal6do
pufferek koziil a MOPS, HEPES és PIPES esetében is [®Ga]Ga**-al alkotott
komplexeik megjelenését detektaltuk, ezért a tovabbi kisérleteket AmAc-tal
pufferelt kozegben végeztiik el.

A tanulmanyozott kelatorok radiojelzését [P?Mn]Mn?* radionukliddal is
vizsgaltuk. A galliumnal kisebb méretli mangannal a biszpiklén vaza (BP2A)
kelator kiemelkedd jelzési hatékonysdgot mutatott. A jo hatasfokkal jeldlt
biszpiklén és a DOTA esetén vizsgaltuk a pH hatdsat a komplexképzddeésre,
amely alapjan a komplex képzddéséhez a 7-es pH jobbank bizonyult, az eddig

alkalmazott radiofémeknél tapasztalt 4-es pH-val szemben.
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6. A folyadékkromatografias elvalasztasi modszerek tovabbi
alkalmazasahoz és a kompolexképzési reakciok gyors automatizalasi
lehetéségének vizsgalatahoz altalunk épitett mikrofluidikai rendszert

hasznaltunk.

A sosavas 8Ga- és pufferelt kelator oldatok osszeinjektdldsa és
meghatarozott reakci6idé eltelte utan a reakcioelegyeket HPLC-re injetaltuk
¢s Coresep 100 kolonnan elvalasztottuk.

A DOTA ligandum esetén a MOPS puffer hatdasa kedvezdtlennek
bizonyult automatizalt mikrofluid rendszerben. A puffert pH 4 és pH 6,7-es
értéken is kiprobaltuk, azonban mindkét esetben 10% alatti radiokémiai
hozamokat értiink csak el, HEPES-sel (hasonléan a manudlis jelzésnél) mar
alacsony kelatképz6 koncentracional is jol mérhetd volt a komplexképzddés,
de a nagy kitapadasra valdé hajlama miatt elvetettik a hosszabbtava
alkalmazasat. Az AmAc puffer hasznalata ezen rendszer esetén is jobbnak

bizonyult.
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Az eredmények hasznositasi lehetoségei

Doktori munkam soran pozitront emittalo radiofémek ¢és a kiilonb6z6
ligandumokkal alkotott komplexeik folyadékkromatografids elvalasztasara
alkalmas modszerek kidolgozasaval foglalkoztam, amelyek segitségével
né¢hany optimalizécios kisérlet soran kovetni tudtam a fémkomplexek
képzddésének mértékét.

A részletesen  tanulményozott  szarmazékképzét — alkalmazd
folyadékkromatografias, illetve a  kolorimetrids  vizsgalatok nem
helyettesithetik az atomspektroszkopiai technikakat a radioaktiv mintakban
taladlhatd szennyezd fémionok meghatarozasara, de megalljak a helyiiket az
eldallitasi és tisztitdsi modszerek fejlesztésében, valamint az izotopos
nyomjelzésre szolgald radiofémoldatok gyors rutin mindségellendrzésében.

A kevert moédua allofazisokra kidolgozott folyadékkromatografias
elvalasztasok alkalmasak a radiokémia teriiletén elterjedten alkalmazott
vékonyréteg kromatografias modszerek kivaltasara, gyorsitva és egyszerlisitve
a sorozatméréseket, csokkentve a sugarterhelést, valamint ndvelve az
eredmények reprodukalhatosagat.

A mikrofluid berendezés meggyorsitotta és leegyszertsitette a reakciok
optimalizalasat. Segitségével tobb komplexképzddési folyamat i1d6- és
koncentraciofiiggését hatdroztuk meg hosszadalmas mintael6készités nélkiil, a
rendszer a jovobeli komplexképzodés kovetési vizsgalatokat —is

megkonnyitheti.
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