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GABA-A-reseptoriin sitoutuva y-aminovoihappo (GABA) kuuluu tirkeimpiin keskushermoston
estdviin valittdjdaineisiin. Hairiot ja muutokset GABA vilitteisessd signaloinnissa ja sen
aktiivisuudessa voivat viitata keskushermoston sairauksiin tai hdiridihin, kuten epilepsiaan,
skitsofreniaan tai autismiin. Tdmén vuoksi GABA-A-reseptorien ja niiden alayksikdiden tarkan
médrin ja aktiivisuuden médrittiminen on tirkedd ndiden keskushermostoa vaivaavien
ongelmien ymmaértdmiseksi. Positroniemissiotomografia (PET) on tunkeutumaton ja tarkka
menetelma perinteisesti syopikasvainten kuvantamisessa. Sitd voidaan myos hyodyntdd GABA-
A-reseptorien kuvantamisessa. Aivoja kuvannettaessa kiytettdvan radiomerkkiaineen tulee
lapéistd veriaivoeste (BBB). Titd varten vasta-aineita hyodyntivassd immuno-PET-
kuvantamisessa kdytetddn bispesifisid vasta-aineita, jotka mahdollistavat BBB:n l4pdisyn ja
spesifin sitoutumisen GABA-A-reseptoreihin. Yhdistimalld bispesifisen vasta-aineen zirkonium-
89:n kanssa saadaan radiolddke, jonka radionuklidin puoliintumisaika sopii taydellisesti vasta-
aineen hitaan kinetiikan kanssa.

Tédmin tutkimuksen tarkoituksena oli testata kahta eri 1dhestymistapaa radionuklidi zirkonium-
89:n ja bispesifisen vasta-ainefragmentti di-scFv1F4:n yhdistimiseksi. Onnistunut yhdistiminen
oli mielenkiinnon kohteena, koska kuvatunlaiset bispesifiset radiolddkkeet mahdollistaisivat
GABA-A-reseptorien kuvantamisen pitkalld aikavélilld. Tutkimus koostui radioleimaamisesta
huoneenldmmdssi, neutraalissa pH:ssa ja tuotteiden analysoinnista seké lopuksi
stabiilisuustesteistd. Stabiilisuustestit haluttiin suorittaa, jotta saataisiin tietoa siitd, kuinka
luotettavia tuotteiden eri kelaattorit olisivat eldinkokeissa. Lopputuloksena [*Zr] Zr-DFO*-
NCS-di-scFv1F4 valmistettiin onnistuneesti korkealla radiokemiallisella saannolla ja
puhtaudella. My®s stabiilisuustestit saatiin suoritettua. Toisen lopputuotteen [3°Zr] Zr-DFO-
PEGs-Tz-TCO-di-scFv1F4 synteesi ei onnistunut, mutta sen prekursorille onnistuttiin
optimoimaan analyysimenetelmié.

Avainsanat: positroniemissiotomografia, zirkonium-89, transferriini, bispesifinen vasta-aine, y-

aminovoihappo
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Lyhenneluettelo

ACN = Asetonitriili

BBB = Veri-aivoeste; Blood Brain Barrier

DFO = Deferoksamiini

DMF = N,N-Dimetyyliformamidi

DMSO = Dimetyylisulfoksidi

DOTA = Tetraksetaani

DTPA = Dietyleenitriamiinipentactikkahappo

EDTA = Etyleenidiamiinitetraetikkahappo

FDG = "®F-fluorideoksigluooksi

FUS = Keskitetty ultraddni; Focused Ultrasound

GABA = y-aminovoihappo, gamma-aminovoihappo

HATU = 2-(7-atsa-1H-bentsotriatsoli-1-yyli)-1,1,3,3-tetrametyyliuroniumheksafluorifosfaatti
HPLC = Korkean erotuskyvyn nestekromatografia; High-performance Liquid Chromatography
IEDDA = Kéanteisesti elektronivajaa Diels-Alder; Inverse electron-demand Diels-Alder
NMR = Ydinmagneettinen resonanssi, Nuclear Magnetic Resonance

PBS = Fosfaatti puskuroitu suolaliuos; Phosphate-buffered saline

PEG = Polyetyleeniglykoli

PET = Positroniemissiotomografia

RMT = Reseptorivilitteinen transsytoosi

RP-TLC = Kéénteisfaasikromatografia; Reversed Phase Thin Layer Chromatography

SEC = Kokoekskluusiokromatografia



SPE = kiintedfaasiuutto

TCO = Trans-syklo-okteeni

TFA = Trifluorietikkahappo

TLC = Ohutlevykromatografia; Thin Layer Chromatography
Tz = Tetratsiini

UP = Ultrapure



1. Johdanto

1.1 Positroniemissiotomografia

Positroniemissiotomografia (PET)-kuvantaminen on luotettavaksi todettu tunkeutumaton
kuvantamismenetelmi tautien, kuten rintasydvin!, munasarjasydvin?, Alzheimerin® ja
epilepsian* diagnosoinnissa. PET-kuvantamisella voidaan lisiiksi seurata fysiologisia muuttujia.
PET-kuvantaminen perustuu radionuklidien emittoimien positronien havaitsemiseen.
Emittoitumisen jdlkeen positroni kéyttdd kineettisen energiansa matkustamalla kudoksen lépi.
Kun positroni on kuluttanut energiansa ldhes loppuun, se yhdistyy elektronin kanssa muodostaen
positroniumin. Positronium annihiloituu nopeasti, jolloin sen massa muuttuu energiaksi ja syntyy
kaksi fotonia, joiden molempien energia on 511 keV. Ndama kaksi fotonia emittoituvat
vastakkaisin suuntiin. Fotonit havaitaan detektorien avulla ja data tallennetaan. PET-kuva
saadaan aikaiseksi PET-skannerin avulla, jossa detektoreita on ympyrdn muodossa satoja.

Havaitsemalla miljoonia fotonipareja, voidaan paikantaa ja kuvantaa annihilaatioiden sijainti.®

Kuva 1. Yksinkertaistettu kuva PET-kuvantamisesta. Kohde (tumman harmaa) on ymparoity
detektoreilla (oranssit ja mustat laatikot). Onnistuneessa fotoniparin havaitsemisessa fotonit
havaitaan ldhes samanaikaisesti vastakkaisten detektorien kanssa.



PET-kuvantamisessa merkittivéssd asemassa on kdytettdvin radionuklidin ominaisuudet.

Tarkeimmat néistd ominaisuuksista ovat puoliintumisaika ja energia. Atomin ytimesta

emittoituvat positronit omaavat kineettisti energiaa ja sen mairé on riippuvainen radionuklidista.

Tama energian mééra on suoraan verrannollinen positronin kulkemaan matkaan kudoksessa eli

mitd suurempi madrd energiaa, sitd pidemmaéan matkan positroni kulkee ennen annihilaatiota.

Tama luonnollisesti johtaa siihen, ettd positroni kulkee kauemmas alkuperiisestd radionuklidista,

jolloin kuvan laatu kérsii ja radioldikemolekyylin tarkka paikallistaminen vaikeutuu.’

Puoliintumisaika on aika, mink& kuluttua radioaktiivisesta aineesta puolet on hajonnut. Ei

ole olemassa huonoja tai hyvid puoliintumisaikoja vaan eri puoliintumisaikoja omaaville

radionuklideille on omat kiyttotarkoituksensa.

Lyhyissé puoliintumisajoissa on se etu, ettd useampia kuvantamisia voidaan suorittaa samaan

kohteeseen tietyssi ajassa.® Huonona puolena on se, ettii reaktiot ja laaduntarkastus pit4i

suorittaa nopeasti ja radionuklidin kuljetus kaukana sijaitsevaan sairaalaan ei ole mahdollista.

Pitkilld puoliintumisajoilla voidaan tutkia pidemman aikaa, vaikka koko kehoa, mutta samalla

potilas tai eldin altistuu radioaktiivisuudelle kauemman aikaa.®

Taulukko 1. Eri radionuklidien puoliintumisajat, positronien energia ja matkustama matka.’

Radionuklidi Maksimi energia Maksimi matka Puoliintumisaika
(MeV) kudoksessa (mm)

e 0.960 4.2 20.4 min

18F 0.634 24 110 min

50 1.732 8.4 2 min

87r 0.902 3.8 78.4 h

Radionuklidin lisdksi tarvitaan myds tapa, jolla voidaan kuljettaa radionuklidi oikeaan paikkaan.

Taman tehtdvin hoitaa kohdistusvektori. Vektorin ideana on se ettd se kuljettaa radioaktiivisen

isotoopin kuvattavan kohteen, esimerkiksi sydpikasvaimen luokse.!'® Esimerkkini

kohdistusvektorista on laajalti sydpien kuvantamiseen ja havaitsemiseen kdytetty sokerin




analogi, '®F-fluorideoksiglukoosi ("*F-FDG).!! 8F-FDG:n toiminta perustuu sydpikasvainten
ominaisuuteen kuluttaa enemmin sokeria glykolyysiin.!? Talldin my®ds radioleimattua '®F-
FDG:ti kuluu enemmin sydpésoluissa koska se toimii sokerin analogina.'® Samalla leimattu
radionuklidi p#ityy sydpikasvainten sijaintiin tiheimmin ja ne voidaan paikantaa.'* Muita

vektoreita voi olla muun muassa peptidit'>, bisfosfonaatit'® ja vasta-aineet.!’

Tarked osa radioldadkkeen suunnittelussa on valita radionuklidi, jonka ominaisuudet sopivat
kohdistusvektorin kanssa tutkitun kohteen kuvantamiseen. Tdhén valintaan vaikuttaa moni asia,
mutta puoliintumisaika on erittdin kriittinen ominaisuus. Jotta radioldike voi toimia, pitda
molekyylin ensi kulkeutua kohteeseen ja ylimdariisten radiolddkemolekyylien poistua sen
jélkeen kehosta. Tdma on tarpeellista, jotta kuvan laatu ja tarkkuus on hyva. Tdmén vuoksi on
tarpeellista valita radionuklidi, jolla on tarpeeksi pitkd puoliintumisaika. Esimerkiksi vasta-
ainefragmenttien kanssa tarvitaan radionuklidi, jonka puoliintumisaika on tuntien mittainen.
Kokonaisten vasta-aineiden kanssa taas radionuklidin puoliintumisajan on oltava useita
paivid.!®! Jodi-124:44 on kiytetty esimerkiksi kokonaisten vasta-aineiden leimaamisessa®’, kun

taas gallium-68:aa vasta-ainefragmenttien’! ja entsyymien®? leimaamisessa.

Radionuklidin ja kohdistusvektorin lisdksi kolmas osa, mitd varsinkin radiometallien kanssa
tarvitaan usein, on bifunktionaalinen kelaattori. Tédtd metodia, jossa kdytetddn bifunktionaalisia
kelaattoreita kutsutaan epdsuoraksi leimaamiseksi.”> TAmén leimaamismetodin vastakohtana
toimii suora leimaaminen, jossa ei kdytetd véliaineita, vaan leimaus suoritetaan
kohdistusvektorin ja radionuklidin vililld suoraan kovalenttisella sidoksella. Suorassa
leimaamisessa hyvini puolena voi olla ajan sdédstiminen ja paremmat in vivo ominaisuudet.
Radiohalogenaatio ja ''C-metylaatio ovat esimerkkeji suorasta leimaamisesta.>
Bifunktionaalisen kelaattorin tehtdvé on sitoa kohdistusvektori ja radionuklidi toisiinsa yhdeksi
molekyyliksi. Kohdistusvektoriin kelaattori sitoutuu joko suoraan tai vilimolekyylin kautta
kovalenttisesti.* Radiometallin kanssa kelaattorin tehtivd on muodostaa usean sidoksen kanssa
vahva kompleksi. Jotta tdimd kompleksinmuodostus on mahdollista, pitdé radioladkemolekyylid
suunniteltaessa ottaa huomioon kiytetyn radiometallin-ionin ominaisuudet seké kelaattorin omat
ominaisuudet ja valita tilanteeseen ideaali kelaattori.?* Niiti huomioitavia ominaisuuksia on

muun muassa varaukset, radiometallin koordinaationluku ja kelaattorin donoriryhmien méérien



sopivuus ja kompleksinmuodostusnopeus. Yleisid kdytettyjd bifunktionaalisia kelaattoreja on

esimerkiksi tetraksetaani (DOTA) ja dietyleenitriamiinipentaetikkahappo (DTPA).%

Radionuklidi
Kohdistusvektori

| | Linkkeri

|

Bifunktionaalinen kelaattori

Kuva 2. Radiolddkkeen rakenne. Bifunktionaalinen kelaattori sitoo radionuklidin ja on
kovalenttisesti liittynyt kohdistusvektoriin.

1.1.1 Zirkonium-89

Zirkonium-89 on positroneja emittoiva radiometalli, jonka ytimessd on 49 neutronia ja 40
protonia. Sen puoliintuessa 78,4 h vilein *Zr hajoaa yttrium-89:ksi ja hajoaminen tapahtuu
elektronikaappauksen (77 %) ja positroniemission (23 %) kautta.?® Zirkonium-89:n yleisin
valmistustapa on Y (p,n)**Zr. Tiss4 protoni-neutroni-ydinreaktiossa yttriumkohtioon ohjataan
syklotronilla kiithdytettyja protoneja tormadméén yttrium-89 atomeihin. Télldin protoni
absorboituu ja reaktiossa syntyy neutroni ja 3°Zr-isotooppi. Toinen tapa valmistaa ¥Zr-isotooppi

on %Y (d,2n)¥Zr-reaktiolla.?’ Zirkonium-89 on kuvantamisessa suosittu radionuklidi osittain,



siksi koska sen valmistaminen ylld kuvatuilla metodeilla on edullista ja syklotronituotannossa

voidaan hyddyntii erilaisia yttriumkohteita, kuten kalvoja tai jauheita.?

=y
39 protonia
50 neutronia

89Zr

40protonia
49 neutronia

Protonisédde 8%Y kohde

Kuva 3. ¥Zr tuottaminen *Y(p,n)*Zr-reaktiolla. Syklotronista periisin oleva protoniside (p+)
tormiid Y -kohteeseen. TAmin seurauksena protoni absorboituu ja neutroni (n) vapautuu.

Vasta-aineet ovat jo pitkdén olleet mielenkiinnon kohteena syovén hoitamisessa ja
kuvantamisessa, silld ne sitoutuvat vahvasti ja spesifisti kohteisiinsa. Tdmén vuoksi on pyritty
kehittdmadn radiolddkkeitd, jotka kykenevat hyodyntdméain vasta-aineita. Vaatimuksia on tietysti
monia, mutta yksi tirkeimmistd ominaisuuksista, joka vaaditaan radioisotoopilta, on pitkd
puoliintumisaika. Tdma on tirkeda, silld vasta-aineet kulkeutuvat hitaasti kohteeseensa, joten
tarvitaan radioisotooppi, jolla kyetiin kuvantamaan pitkii aikoja.”® Tdmin vuoksi perinteiset ja
yleiset radionuklidit, kuten '8F ja !'C eivit toimi niiiden vasta-aineiden leimaamiseen, koska
niiden lyhyet puoliintumisajat johtavat merkittdvain radionuklidin hajoamiseen ennen kuin
vasta-ainetta on ehtinyt kerty# kohteeseen.?’ Zirkonium-89:114 on tihin tarkoitukseen hyviit
ominaisuudet. Sen 78,4 tunnin puoliintumisaika on tarpeeksi pitka siihen, ettd vasta-aineella on

aikaa kulkeutua kohteeseen. Lisdksi zirkonium-89:n energia on sopivan alhainen, etti saadaan



hyva resoluutio, sitd on halpa tuottaa ja sen avulla voidaan tuottaa stabiileja radiolddkkeita in

vivo.*8

$97r-isotooppia kiytetdin hyddyksi varsinkin eldinkokeissa, koska silld saadaan pitkélti
aikavililti tietoa radioldikkeen kiyttdytymisesti ja on testattu eldimissi vasta-aineiden kanssa.?"~
31'Vasta-aineiden liséksi zirkonium-89:44 on testattu eldimissd monien muidenkin
kohdistusvektorien kanssa. Ndistd muutamia ovat neuroendokriinisten kasvainten kuvantaminen
suoralla leimauksella liposomien kanssa*?, melanooman kuvantaminen episuoralla ja suoralla
leimauksella piidioksidi nanopartikkeleilla®® sekii haimasydvin kasvainten kuvantaminen

suoralla leimauksella ekosomien kanssa.** Kuten tisti voidaan todeta, prekliiniset kokeet ovat
néyttdneet, ettd zirkonium-89:114 on kayttdd kuvantamisessa, miké on taas mahdollistanut
siirtymisen kliinisiin tutkimuksiin. Hyvé esimerkki onnistuneesta zirkonium-89:n kaytosti
ihmisten kliinisessi kuvantamisessa on % Zr-trastutsumabi. Tdmin monoklonaalisen vasta-aineen

avulla toimivan radiolddkkeen kanssa havaittiin metastaattisia pesékkeitd potilaissa, joilla oli

HER2-positiivinen rintasydpi.

Vaikka zirkonium-89:44 on kiytetty kliinisissé tutkimuksissa, on sen kiytossé silti haasteita,
jotka estévit sen kdyton. Yksinkertaisin syy on se, ettd kaytettdessd zirkonium-89:44 verrattuna
esimerkiksi fluori-18:ta, potilaat altistuvat paljon suuremmalle sdteilyannokselle. Tdma johtuu
zirkonium-89:n hajoamisessa syntyvistd 909 keV gammasiteilystd. Tdmi saattaa joissain
tapauksissa rajoittaa tutkimusten kestoa.*®** Toinen merkittivi tekiji on zirkonium-89:n
kertyminen luukudokseen, jonka epéilladn johtuvan deferoksamiinin (DFO) epéstabiiliudesta
radiometallin kanssa, joka johtaa %Zr vapautumiseen ja kertymiseen luukudokseen.
Luukudokseen kertynyt vapaa zirkonium-89 taas vaikeuttaa luussa sijaitsevien syopapesikkeiden
havaitsemista, viihenti# kuvan tarkkuutta ja lisé4 luiden saamaa séteilyannosta.*®%3? Zirkonium-
89:1ti suojaaminen vaatii my®s erilaista suunnittelua, koska verrattaessa 'F-FDG:hen
zirkonium-89 aiheutti suuremman séteilyannoksen muissa huoneissa ja kédytéavilla, mutta

pienemmiin siteilyannoksen lihelli potilasta.*

Zirkonium kuuluu ryhmén 4 metalleihin. Tama tarkoittaa sitd, ettd zirkoniumioni esiintyy
vesiliuoksessa pédasiallisesti muodossa Zr*" ja pyrkii muodostamaan kahdeksan sidosta. Vaikka

Zr*" on kiytetty perinteisten kelaattorien, kuten etyleenidiamiinitetraetikkahapon (EDTA),



DTPA:n ja DOTA:n kanssa, niin toistaiseksi yleisimmassi kaytossé on ollut DFO. DFO on
rautaa sitova kelaattori, joka sitoo metallit kolmella hydroksaami-ryhmalla. Silld on lisdksi
amiinihiintd, johon kyetién konjugoimaan kohdistusvektoreita. Zr*" muodostaa DFO:n kanssa
kahdeksan sidosta niin kuin perinteistenkin kelaattorien kanssa. Hydroksaami-ryhmien lisdksi
sitomiseen osallistuu kaksi vesimolekyylid.?® Kuitenkin DFO itse tiyttii vain kuuden
kahdeksasta koordinaatiopaikasta. Tdmén on epdilty olevan syy %°Zr*' - radiometallin ja DFO:n
vililld havaittuun epivakauteen. Edelleen timin epivakauden uskotaan johtavan 3°Zr
vapautumiseen in vivo ja kertymiseen luihin. Tdmén vuoksi DFO:n tilalle on kehitetty DFO:n
analogi, jossa on yksi hydroksaami-ryhmé enemman. Tdméan uudemman kehitetyn kelaattorin
nimi on DFO*. Verrattaessa DFO:ta DFO*:een in vitro stabiilisuustesteissd tulokset olivat
vahvasti DFO*:n puolella. Lisdksi ei ole ndyttoa siitd, ettd DFO* vaikuttaisi kohdistusvektorin
ominaisuuksiin negatiivisesti.*! Toisessa vastakkainasettelussa trastutsumabi konjugoitiin ja
kelaattoreita verrattiin in vitro liséksi myds in vivo hiirissd. Tdmédn tyon perusteella DFO* oli

ylivoimaisesti parempi sekd in vitro stabiilisuustesteissi, ettd in vivo biodistribuutiossa.*?

1.1.2 IEDDA

Kainteisesti elektronivajaassa Diels-Alder (IEDDA) -reaktiossa elektronirikas dienofiili reagoi
elektronikdyhin dieenin kanssa.*’ Reaktion ensimmiisessi vaiheessa tapahtuu reversiibeli [4 + 2]
sykloadditio. Tédssd vaiheessa kaksi dieenin n-sidosta ja dienofiilin yksi n-sidos katkeavat.
Katkenneiden sidosten elektronit muodostavat kolme uutta sidosta, joista kaksi on -sidoksia ja
yksi on mt-sidos.*® Timin vaiheen seurauksena syntyy bisyklinen vilituote, joka kiy lipi retro-
Diels-Alder-vaiheen samalla vapauttaen typpikaasua.** Vaihtoehtoisia dieeneji on paljon, mutta
padasiassa kiytetddn tetratsiinejd (Tz). Téstd syysté reaktiota kutsutaan myds nimelld
tetratsiiniligaatio. Dienofiileind voidaan kdyttdd muun muassa syklopropeeneja tai syklo-
okteeneja ja dienofiileisti yleisin kiytetty on trans-syklo-okteeni (TCO).*>*¢ Tz:aa ja TCO:ta
kéytetddn paljon yhdessé koska ne reagoivat keskendin erittdin spesifisti eikéd niiden reaktiota

keskenddn hiiritse monet ihmisen kehossa olevista nukleofiileistd.*®

IEDDA -reaktio on bio-ortogonaalinen, erittdin nopea, selektiivinen ja spesifinen. Ndiden
ominaisuuksien takia se sopii hyvin kuvantamiseen. Reaktion nopeus, spesifisyys ja
selektiivisyys mahdollistaa esikohdennetun kuvantamisen ilman etté se héiritsee kehon

normaalia toimintaa ja kdyttdmalld vain pienid miarid 1dhtoaineita. Esikohdennetussa



kuvantamisessa kyetdédn kaksiosaisella prosessilla kuvantamaan haluttu kohde ilman, etté potilas
tai koe-eldin kérsii kovin suurta radioaktiivista altistumista. Ensimmaiisessd osassa dienofiililla
modifioitu kohdistusvektori injektoidaan ja annetaan kohteesta riippuen aikaa kulkeutua
kohteeseen. Kun tdmin ensimmaéisen molekyylin ylimdéralle on varattu riittdvésti aikaa poistua
verenkierrosta, injektoidaan radionuklidilla leimattu dieeni. Kun ndma kaksi molekyylid
kohtaavat niiden vililld tapahtuu IEDDA-reaktio. Reagoinnin jélkeen kohdistusvektorin ohjaama
radionuklidi voidaan paikantaa PET-skannerilla. Esikohdennetun kuvantamisen etuna IEDDA-
reaktion kanssa on se, ettd sen nopea reaktiokinetiikka mahdollistaa lyhytikdisten radionuklidien
kdyton, kun taas perinteiselld kuvantamisella timaé ei ole mahdollista, jos kohdistusvektori
kulkeutuu hitaasti kohteeseensa.*>*’ IEDDA-reaktiota on hyddynnetty ja testattu prekliinisissi

tutkimuksissa onnistuneesti.*”*
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Kuva 4. IEDDA-reaktion reaktiomekanismi Tz ja TCO vililld. Reaktiossa toisen nuolen jélkeen
ndhdéan bisyklinen vilituote. Téstd vilituotteesta vapautuu typpikaasua retro-Diels-Alder-
reaktiossa ja syntyy stabiili lopputuote.

1.2 Aivojen kuvantaminen positroniemissiotomografian avulla

Kuten edelld mainittu, PET- kuvantamista on hyddynnetty paljon onkologiaan. Tdmaén liséksi
PET- kuvantamista on my0s tarkasteltu mahdollisena metodina tutkia aivojen toimintaa ja
terveyttd. Erityisesti mielenkiintona on erilaiset hermoston rappeutumissairaudet, kuten
Alzheimerin tauti tai MS-tauti. Aivojen kudosnéytteiden haastava saatavuus nostaa
kuvantamisen ja sen kehittdmisen tirkeyttd. Tdssd tilanteessa PET-kuvantaminen tarjoaa tarkan

tavan kuvantaa keskushermostoa.>®

Aivojen kuvantamisen kanssa ylimairdisend haasteena on aivo-veriesteen (BBB) ohittaminen.
BBB vaikeuttaa radioldékkeiden suunnittelua, silld muiden rajoitusten lisdksi se padstaa

passiivisella kuljetuksella ldpi vain pienid molekyylejd, joiden koko alittaa 400 Da ja ovat



lipofiilisid. BBB on osa neurovaskulaarista yksikko4, joka mahdollistaa keskushermoston
kommunikoinnin muun kehon kanssa. BBB:n monien tehtivien seasta esille nousee kaksi; se
toimii fyysisend seinéni ja erottaa aivot muusta verenkierrosta. BBB siitelee
kuljetusmekanismeja, jotka madrddvat monien keskushermostolle tirkeiden molekyylien
siirtdmisestd BBB:n 1dpi. BBB my06s mahdollistaa edelld mainittujen radioldékkeiden
kuljettamisen aivoihin sekd aivojen tutkimisen. BBB on kokonaisuus, jonka tehtdva ja
ominaisuus on sdddelld kuinka ionit, kemikaalit ja solut liikkuvat aivojen ja veren viélilld. Kun
potilaalla on jokin keskushermostoa koskeva sairaus, esimerkiksi MS-tauti, BBB menettdd osan
sen ominaisuuksista eikd voi hoitaa tehtdvidin. [lman BBB:n tiyttd toimintakykya ionien séétely,
homeostaasin signalointi ja molekyylien pidsy keskushermostoon héiriintyy. Tdma on vain yksi
esimerkki monesta, minka vuoksi on tirkedi saada lisdd tietoa ihmisaivoista seké kehittaa

aivojen kuvantamiseen tarkoitettuja lihestymistapoja.”!

BBB:n ohittamisen vaikeuden vuoksi on kehitetty menetelmié, joiden avulla saadaan korkea
konsentraatio 1ddkemolekyyleja kuljetettua tehokkaasti aivoihin. Yksi menetelmé on
kemiallisesti muokata kohdistusvektoria, jonka seurauksena se ldpdisee BBB:n paremmin. Tdma
voidaan saavuttaa esimerkiksi sitomalla polyetyleeniglykoli (PEG) kohdistusvektoriin. PEG:in
sitominen lddkemolekyyliin muokkaa sen kokoa ja muita ominaisuuksia, mutta sdilyttda
biologiset toiminnat. BBB:n lipiisyn kannalta se pidentiii verenkierron puoliintumisaikaa.>?
Pitkd verenkierron puoliintumisaika aiheuttaa sen, ettd lddkemolekyylid kertyy enemman

aivoihin.>

Toinen menetelmé on kayttaa keskitettyd ultradéntd (FUS) yhdessd mikrokuplien kanssa.
Menetelmassé laskimonsisdisesti injektoidaan mikrokuplia, jonka jélkeen seuraa useamman
minuutin pituinen aika, jolloin ultradédniaaltoja ohjataan eldimen tai ihmisen aivoja pdin. Tdmén
jélkeen voidaan injektoida radiolddkemolekyyli. Menetelméd perustuu ultraddnen tuottamaan
paineeseen, joka aiheuttaa mikrokuplien vardhtelyd. Vardhtelysséd kuplat laajenevat ja supistuvat
jatkuvasti verisuonten seindmien vélilld, joka johtaa solujen vélisten liitosten 10ystymiseen.
Tédmai johtaa BBB:n toiminnan hdirioon ja mahdollistaa radiolddkkeiden parempaan

kulkeutumiseen aivoihin. FUS-menetelmii on testattu prekliinisesti.>*

Kolmas menetelmé on hyddyntiéd kehon elintoimintoihin liittyvid mekanismeja, kuten

reseptorivélitteistd transsytoosia (RMT). RMT on vesikulaarinen reitti, joka kulkee solujen lapi.



Sen tarkoituksena on kuljettaa aivolle tarkeitd makromolekyylejé, kuten insuliinia tai
transferriinia, BBB:n ldpi. RMT-prosessi toimii siten ettd ligandi, vasta-aine tai proteiini sitoutuu
reseptoriin aivojen endoteelisolujen luminaaliselle pinnalle, joka aktivoi sitten ligandi-
reseptorikompleksin endosytoosin. Reitti kulkee solunsisdisten endosomaalisten osien ldpi, jonka
lopuksi sitoutunut ligandi vapautetaan aivokudoksen puolelle. Reseptori palautuu heti takaisin ja
voi vastaanottaa uuden ligandin.>> RMT:td voidaan hyddyntii muokkaamalla vasta-aineita niin,
ettd radiolddkemolekyyli kykenee ldpdisemédn BBB:n. Tdma tapahtuu hyodyntdmaélla sopivaa
bispesifistd vasta-ainetta. Bi-spesifinen vasta-aine kykenee sitoutumaan reseptoriin, joka
mahdollistaa RMT:n, seka toiseen kohdereseptoriin aivoissa. Esimerkki téllaisesta bispesifista
vasta-aineesta on transferriini.’® RMT:t4 hyddyntimilld on onnistuttu prekliinisissi

tutkimuksissa lipédisemiin BBB.>
1.2.1 Zirkonium-89 PET-kuvantamisessa

Verrattuna muihin aivojen PET-kuvantamisessa tutkittuihin pitk&aikaisiin radiometalleihin,
zirkonium-89:n tarjoaa paljon etuja. Kun puhutaan kohdistusvektoreista, jotka vaativat
radionuklidilta usean pdivén puoliintumisajan, kiytdnndssd puhutaan vain kahdesta
radionuklidista. Toinen on zirkonium-89 (puoliintumisaika: 3,27 péivéd) ja toinen on jodi-124
(puoliintumisaika: 4,18 pdivdd). Verrattaessa jodi-124:44 zirkonium-89:dén, niin zirkonium-89:n
valmistamiseen tarvittavat materiaalit ovat paremmin ja halvemmin saatavilla®’’ ja sen
siteilysti pienempi osuus on gammasiteilyd.%® Lisiksi jodi-124 poistuu nopeasti soluista vasta-
aineiden sisdistimisen jilkeen ja hajoaa entsyymien toimesta. Timé vaikeuttaa kuvantamista
huomattavasti. Zirkonium-89 pysyy kohteen sisdlld eikd poistu, mika johtaa parempaa
kuvanlaatuun.>® Niiden etujen vuoksi zirkonium-89:44 on testattu kliinisiss tutkimuksissa muun
muassa aivokasvainten kuvantamisessa vasta-aineita leimaamalla.®!%? Lisdksi jodi-124:44 ja

zirkonium-89:44 vertaillessa vasta-aineiden leimaamisessa zirkonium-89:1la on kohdekasvaimiin

kulkeutunut enemmiin liskemolekyylid.®
1.2.2 Transferriinin toiminta

Vasta-aineisiin perustuvien radiolddkkeiden ongelma on vasta-aine molekyylien suuri koko, joka
vaikeuttaa tai jossain tapauksissa kokonaan estdi lddkemolekyylin padsyn BBB:n ohi. Tdmén
vuoksi vasta-aineisiin perustuvien lddkkeiden suunnittelussa on hyddynnetty
transferriiniproteiinin ja transferriinireseptorin aktivoimaa RMT:td, mikd mahdollistaa
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ladkemolekyylin kulkemisen BBB:n yli. Tdtd hyddynnetdin niin, ettd valmistetaan bispesifinen
vasta-aine, jossa esimerkiksi transferriiniproteiinia muistuttava proteiini on konjugoitu vasta-
aineeseen, joka sitoutuu aivoissa varsinaiseen hoidettavaan tai kuvannettavaan kohteeseen.®
Esimerkiksi 8D3 on monoklonaalinen vasta-aine, joka on kehitetty sitoutumaan
transferriinireseptoriin, joka aktivoi RMT:n jonka seurauksena lidkemolekyyli padsee
kulkemaan BBB:n ohi.®> Esimerkki bispesifisesti vasta-aineesta on RmAb158-scFv8D3. Timi
bispesifinen vasta-aine koostuu monoklonaalisesta mAb158-vasta-aineketjusta, joka sitoutuu
AB-protofibriileihin. Toinen osa, scFv8D3, koostuu kahdesta yksiketjuisesta vasta-
ainefragmentista, jotka sitoutuvat transferriinirespetoriin. Ndmé kaksi osaa on liitetty toisiinsa ja

niitd testattiin prekliinisessi tutkimuksessa jodi-125:n kanssa.®

1.3 GABA

Gamma-aminovoihappo (GABA) on keskushermoston tirkein estiva vilittdjdaine. GABA:n
toimintaa sddtelee GABA-A- ja GABA-B-reseptorit. Tdmén ns. GABA-ergisen
vélittdjdainejdrjestelmén epdnormaali toiminta voi olla seurausta useasta eri sairaudesta minka

vuoksi sen tutkiminen on tiarkeda.5’

GABA-A reseptorit ovat ligandeilla sdéddettyji ionikanavia, jotka voivat muodostua 19
mahdollisesta alayksikostd. Naitd alayksikkoyhdistelmid on tutkittu paljon ja on saatu selville
esimerkiksi se, missé osassa keskushermostoa kutakin erilaista GABA-A-reseptoria ilmenee ja
mika niiden tehtdva on. Paljon on kuitenkin vield selvittdmatta, silld esimerkiksi ei ole vield
selkedd késitystd siitd, mikd systeemi sddtelee reseptorien rakentamista. Keskeisin GABA-A
reseptorin rakenne on y2B2a1B2al kiertden vastapdivaéin. GABA-A-reseptorin toiminta ja

rakenne on esitetty kuvassa 5.5
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= GABA sitoutumiskohta

= Benzodiazepiini sitoutumiskohta

Kuva 5. Yleisin GABA-A-reseptorin rakenne, y2f2a1pB2al, esitettynd. Reseptoriin kuuluu useita
sitoutumiskohtia seké kloridi-ionikanava, joka sijaitsee alayksikoiden keskelld. GABA sitoutuu
B+/ a- pinnalla N-terminaaliin, kun taas benzodiazepiinin sitoutumiskohta sijaitsee a+/ y-
risteyksessd. GABA:n sitoutuessa kloridi-ionien virtaus soluun kasvaa, josta seuraa hermosolun
aktiivisuuden laskeminen. Benzodiazepiinin sitoutuminen aiheuttaa rakenteellisia muutoksia,
joka lisdi reseptorin ldhettimi inhibiittorisia signaaleja.®’

Autismin®, epilepsian® ja Alzheimerin taudin’® on todettu olevan kytkoksissi GABA-ergisen
jérjestelmédn mutaatioihin. Vaikka keskushermoston ja GABA-ergisen jirjestelmin mutaatioiden
vilisestd yhteydestd ei vield tiedetd kaikkea, joissain tapauksissa on yhteys voitu vetda
reseptorien alayksikkojen aktiivisuuden tai mairédn ja keskushermostosairauden valilla.
Esimerkiksi potilailla, joilla on skitsofrenia, on todettu olevan myds normaalia alhaisempi maéara
05-GABA-A reseptoreja hippokampuksessa.”! Tutkimuksessa mainitaan, etti skitsofrenia voi
vaikuttaa muiden reseptorityyppien médran. Lisdksi tutkimuksissa on onnistuttu kehittdméaan
alayksikkospesifisid vasta-aineita, joiden avulla voidaan tutkia haluttuja aivotoimintoja tai
sairauksia. Esimerkiksi 1F4 on GABA-A-reseptorin al-alayksikk6on kohdentava yksiketjuinen
vasta-ainefragmentti. Tdhdn vasta-ainefragmenttiin perustuvaa radiolddkettd testattiin hiirissa,

miki johti lupaaviin tuloksiin.”

12



1.4 Tutkimuksen tarkoitus

Pro gradu -tutkimuksessa tavoitteena oli valmistaa kaksi radioldikemolekyylid [*°Zr] Zr-DFO*-
NCS-di-scFv1F4 (9) ja [*Zr] Zr-DFO-PEGs-Tz-TCO-di-scFv1F4 (10). Molemmissa
molekyyleissd radionuklidina toimi radiometalli zirkonium-89 ja vasta-ainefragmenttina
bispesifinen di-scFv1F4. Erottavia tekijoitd oli konjugaatiomenetelma, kelaattori ja se, miten
vasta-ainefragmentti sidottiin kelaattoriin. Ty suoritettiin niin, ettd ensin valmistettiin
prekursorit ja konjugoitiin vasta-ainefragmentit vélituotteisiin, minké jdlkeen radioleimattiin
lopputuotteet ja verrattiin néitd. Konjugaatioiden, synteesien ja radioleimausten tulosten
varmistamiseksi véli- ja lopputuotteet analysoitiin kdyttimalla HPLC- ja TLC-menetelmia.
Ty0ssé oli samalla tavoitteena optimoida nditd metodeja. Lopuksi oli tarkoitus suorittaa
stabiilisuustestejd eri ymparistdissé ja verrata radiolddkemolekyylejd keskendén. Hypoteesina oli
se, ettd 9 olisi kestdvampi kuin 10 stabiilisuustesteissd. Tdmén paremman kestdvyyden oletus
perustui sithen, etti DFO*-kelaattorissa on yksi hydroksaamiryhmé enemmén sitomassa

radiometallia ja titen DFO*:n ja radiometallin vélinen sidos olisi vaikeampi katkaista.

Tutkimuksessa valmistettujen radiolddkemolekyylien suunniteltu kiyttotarkoitus oli GABA-A-
reseptorien kuvantaminen. Témén mahdollistaisi vasta-ainefragmentti di-scFv1F4. Di-scFv1F4
on bi-spesifinen vasta-ainefragmentti, jolla on kyky sitoutua transferriinireseptoriin, joka taas
mahdollistaa kuljetuksen BBB:n ldpi. Aivoissa taas di-scFv1F4 kykenee sitoutumaan spesifisesti
GABA-A-reseptoreihin. Stabiilisuustestien tarkoituksena oli antaa tietoa, kuinka hyvin
radioladkemolekyylit vastustaisivat hajoamista, kun ne altistettiin metalli- ja
kelaattoriymparistlle 24 tunnin ajan. Nama ympéaristot ovat verrattavissa taas sithen
ympéristdon, mille molekyylit altistuisivat, jos ne injektoitaisiin tutkimusta varten ihmiseen tai

eldimeen.

2. Materiaalit ja menetelmiit

2.1 Yleiset menetelmat

Vili- ja lopputuotteet valmistettiin kaupallisesti saatavilla olevista ldhtoaineista. Lahtdaineita ei
erikseen puhdistettu tai kuivattu, mutta reaktioissa kaytetyt liuokset olivat aina valmistettu
kahden viikon sisélld. Synteeseissi ja lahtdaineiden mittaamisessa ei kéytetty laisinkaan

metallisia vélineitd tai astioita. Tdma tehtiin, jotta valtyttiin mahdollisilta epdpuhtauksilta.
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2.2 Lihtoaineen synteesi

2.2.1 DFO-PEG;-Tz

Prekursori DFO-PEGs-Tz:n (3) synteesi perustui aikaisempaan tutkimukseen*’ ja se valmistettiin

kahdella kerralla kaavassa 1 esitetylla metodilla.

Tetrasiini-PEGs-NHS-esterid (1) (10 mg, 16,5 umol, 1 eq) sekoitettiin desferrioksamiini B-
mesylaattin (2) (18,4 mg, 28 umol, 1,7 eq) kanssa 2-(7-atsa-1H-bentsotriatsoli-1-yyli) -1,1,3,3-
tetrametyyliuroniumheksafluorifosfaattiin (HATU) (12,6 mg, 33,1 umol). Seokseen liséttiin
vield trietyyliamiinia (EtzN) (4,1 mg, 40,5 umol) sekd dimetyyliformamidia (DMF) (5 ml) ja
annettiin sekoittua 24 h verran huoneenlammossa folion alla. Inkuboinnin jélkeen reaktio oli
valmis ja tuotteen, DFO-PEGs-Tz (3), laatu testattiin ensin kdanteisfaasikromatografialla (RP-
TLC). Tdmén jilkeen suoritettiin kiintedfaasiuutto (SPE) kéyttden kahta SepPak C18-patruunaa.
Kahta patruunaa kéytettiin koska tuotteen tilavuus oli suuri. Patruunat huuhdeltiin asetonitriililla
(3 ml) ja ultrapuhtaalla (UP) -vedelld (20 ml) ja vilituote 3 imettiin ruiskuun, jonka jilkeen vettd
(40 ml) imettiin samaan ruiskuun. Puolet seoksesta injektoitiin toiseen C18-patruunaan ja toiset
seoksesta injektoitiin toiseen. Lopuksi puhdistettu tuote saatiin ulos injektoimalla asetonitriilid (4
ml) ja vettd (20 ml) patruunoihin. Viimeiseksi patruunoihin injektoitiin vield typpikaasua. Tdémén
jélkeen suoritettiin uusi RP-TLC samalla menetelmalld kuin ennen SPE-puhdistusta. Seuraavaksi
tuotteesta haihdutettiin epapuhtaudet ja ylimédédrdinen neste, tdhan kéytettiin pydréhaihdutinta,
typpikaasua ja vakuumipumppua. Kuivattu tuote liuotettiin HPLC-ajoa varten asetonitriiliin ja
100 pl siirrettiin ndyteastiaan. Tdmaén jdlkeen tuote kuivattiin uudelleen kdyttiden aikaisempia
metodeja. Viimeiseksi vilituote 3 analysoitiin "H-NMR:114. T#té varten kuivattu tuote liuotettiin

metanoliin (600 pul).

0 ° 2 OH N-on
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Kaavio 1. Lihtoaineen 3 synteesi. (1) DMF, HATU, trietyyliamini, 24 h, RT, pimeéssa
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2.2.2 Di-scFv1F4-TCO

My®és vasta-ainefragmentin di-scFv1F4:n konjugaatio perustui aikaisempaan tyohon*’ Tama

reaktio on kuvattu kaavassa 2.

Vilituotteen 5 konjugaatioreaktio suoritettiin niin ettd vasta-ainefragmenttia di-scFv1F4 (350 pl,
2,5 nmol,1 eq) sekoitettiin yhdessd TCO-PEGs-NHS-esterin (4) (19,3 pg, 37,5 nmol, 15 eq)
kanssa, joka oli liuotettu dimetyylisulfoksidiin (DMSO). Tama seos liuotettiin vield fosfaatti
puskuroituun suolaliuokseen (PBS) (1 ml, pH 8,5) ja reaktioliuoksen annettiin inkuboitua Protein
Lobind 1,5 ml eppendorffissa neljan tunnin ajan huoneenldmmdssi pimeéssé. Inkuboinnin
jélkeen reaktioseos siirrettiin Amicon Ultra-0.5 (10K) -suodattimeen puhdistusta varten.
Puhdistus suoritettiin sentrifugoimalla suodatin (14000 rpm, 10 min). Kun tuote oli késitelty,
lisattiin sen sekaan 450 pl PBS:44 ja annettiin pyorid samoin asetuksin. Tdmé PBS:én lisddminen
ja pyoritys toistettiin kuusi kertaa. Tuote analysoitiin timén jilkeen

kokoekskluusiokromatografialla (SEC) ja Nanodrop - spektrofotometrilla.

o g Y

Kaavio 2. Di-scFv1F4 vasta-ainefragmentin konjugaatio TCO-PEGs-NHS esterin kanssa. (i)
PBS (pH 8.5), 4 h, RT, pimedssi

2.2.3 DFO*-NCS-di-scFv1F4
Vilituotteen 7 reaktio perustui valmiiseen tutkimukseen.*? Reaktio on kuvattu kaavassa 3.

Vasta-ainefragmenttia di-scFv1F4 (550 ul, 8,9 nmol,1 eq) sekoitettiin yhdessd DFO*-NCS:n 6
(127,3 ng, 133,5 nmol, 15 eq) kanssa, joka oli liuotettu DMSO:hon. Tdma seos liséttiin vield
PBS:én sekaan (1 ml, pH 9,1) ja reaktioliuoksen annettiin inkuboitua Protein Lobind 2,0 ml
eppendorftissa (1 h, RT, 37 °C, 300 rpm). Inkuboinnin jidlkeen reaktioseos siirrettiin Amicon

Ultra-0.5 (10K) -suodattimeen puhdistusta varten. Puhdistus suoritettiin sentrifugoimalla
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suodatin (14000 rpm, 10 min). Kun tuote oli késitelty, liséttiin suodattimeen HEPES-
puskuriliuosta (450 ul, pH 7) ja annettiin pyorid samoin asetuksin. Tdama HEPES-
puskuriliuoksen lisdédminen ja sentrifugointi toistui yhteensa kuusi kertaa. Tuote analysoitiin

tamén jélkeen SEC- HPLC:1l4 ja Nanodrop -spektrofotometrilla.
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Kaavio 3. Di-scFv1F4 vasta-ainefragmentin konjugaatio DFO*-NCS 6 kanssa. (i) PBS (pH 9.1),
1 h,37C, 300 rpm

2.3 Radiokemian yleiset menetelmit

Synteeseissa kdytetyt liuokset olivat vasta valmistettuja eikd koskaan kahta viikkoa vanhempia.
Radioleimauksessa kiytetty [3°Zr] Zr-oksalaatti pyrittiin kdyttimiin 1-4 pdivin sisilld sen
saapumisesta. Radioleimauksessa ei kdytetty metallisia reaktioastioita eikd vélineita.
Radioleimattujen lopputuotteiden puhtaus varmistettiin radio-HPLC:114 ja radio-TLC:1l4.
Lopuksi suoritettiin stabiilisuustestit kelaattori- ja metalliymparistissd. Kaikkien tulosten
radioaktiivisuusarvot ja saannot puoliintumisaika korjattiin ja taustaradioaktiivisuus on otettu

huomioon.
2.4 Radioleimaus
2.4.1 [¥Zr] Zr-DFO-PEGs-Tx,

Radioaktiivinen [*°Zr] Zr-oksalaatti (2-25 MBq) lisittiin oksaalihappoon (1 M) niin etti
kokonaistilavuus oli 200 pl. Reaktio suoritettiin Protein Lobind 1,5 ml eppendorffissa. Tamén
jilkeen seokseen lisdttiin natriumkarbonaattia (2 M, 90 pl) ja annettiin seoksen reagoida 3
minuutin ajan huoneenlammaossd. Odotuksen jilkeen lisdttiin prekursori 3 (50 pg, 50 nmol), joka
oli liuotettu HEPES- puskuriliuokseen (0.5 M, pH 7, 0,5 ml). Reaktioseoksen annettiin

inkuboitua 20 minuutin ajan huoneeldmmossé ravistelijassa (300 rpm). Inkuboinnin jélkeen
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lopputuote 8 puhdistettiin C18 SepPak Light-patruunalla. Patruuna oli esikésitelty 2 ml etanolia
ja 10 ml UP-vettd. Puhdistuksessa reaktioseoksen injektoinnin jélkeen patruuna puhdistettiin 1
ml UP-vettd ja tuote otettiin talteen injektoimalla etanoli-saliini-seosta 1 ml (50/50). Témén
jélkeen radioaktiivisuudet mitattiin tuotteesta, SepPak-patruunasta, reaktioastiasta ja
puhdistuksesta erotetusta suodatusjdédnnoksestd. Lopuksi tuote analysoitiin radio-TLC:114 ja

radio-HPLC:114.
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Kaavio 4. Prekursori 3:n radioleimaus (i) Zr-89-oksalaatti, NaxCOs3, oksaalihappo (1M), HEPES-
puskuriliuos (pH 7), 23 minuuttia, RT, 300 rpm

2.4.2 [¥Zr] Zr-DFO*-NCS-discFvIF4

Radioaktiivinen [*°Zr] Zr-oksalaatti (10 MBq) lisittiin oksaalihappoon (1 M) niin etti
kokonaistilavuus oli 100 pl. Reaktio suoritettiin Protein Lobind 1,5 ml eppendorffissa. Timén
jélkeen seokseen liséttiin natriumkarbonaattia (2 M, 45 pl) ja annettiin seoksen reagoida 3
minuutin ajan huoneenlammassd. Odotuksen jdlkeen liséttiin vélituote 7 (3 nmol), joka oli
livotettu HEPES- puskuriliuokseen (0.5 M, pH 7, 150 pl). Témén jalkeen liséttiin vield HEPES-
puskuriliuosta niin ettd kokonaistilavuus oli 350 pl. Reaktioseoksen annettiin inkuboitua 60
minuutin ajan huoneeldimmdassé ravistelijassa jatkuvassa liikkeesséd (550 rpm). Leimauksen
jélkeen reaktioliuos siirrettin Amicon Ultra-0,5 ml (10K) -suodattimeen ja puhdistettiin.
Puhdistuksessa aluksi pelkéstdin itse lopputuote 9 sentrifugoitiin (14000 rpm,10 min). Tamén
jélkeen tuote pestiin kolmeen kertaan HEPES-puskuriliuoksella (0.5 M, pH 7, 0.45 ml) ja
sentrifugoitiin jélleen (14000 rpm,10 min). Viimeiseksi tuote pestiin kolmeen kertaan PBS-
puskuriliuoksella (0.01 M, pH 7.4, 0.45 ml) ja sentrifugoitiin (14000 rpm,10 min). Jokaisen
pesuvaiheen jdlkeen suodatusjdénnds erotettiin, sen radioaktiivisuus mitattiin ja suoritettiin uusi
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pesuvaihe lisdamalld uusi puskurilivoserd. Lopuksi tuote analysoitiin radio-TLC:114 ja radio-

SEC-HPLC:114.
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9[89Zr]Zr-DFO*-NCS-di-scFv1F4

Kaavio 5. DFO*-NCS-Di-scFV1F4 (7) radioleimaus. (i) Zr-89-oksalaatti, Na;COs3,
oksaalihappo, HEPES-puskurilivos (pH 7), 60 min RT 550 rpm

2.5 Laadunvarmistus
2.5.1 DFO-PEG;-T7
2.5.1.1 RP-TLC

Vilituotteen 3 RP-TLC ajettiin 1/1 H20/ CH3CN- liuoksella. Menetelmissé ajettiin ensin
ensimmadisessd levyssd vilituote 3. Tamén jélkeen toisessa levyssd ajettiin vilituote 3 ja
ldhtdaine 1 niin ettd molemmat pipetoitiin samaan kohtaan. Tdlld tavoin onnistuiko synteesi ja

oliko tuotteessa epdpuhtauksia. Tuloksia verrattiin 1dhtéaineiden RP-TLC-tuloksiin.
2.5.1.2 HPLC

Vilituotteen 3 optimoidussa HPLC-metodissa tuote liuotettiin asetonitriiliin ja 100 pl seosta
stirrettiin HPLC-nédyteputkeen. Tédhédn ndyteputkeen liséttiin vield UP-vettd (100 pl). Tuote
analysoitiin Jupiter Proteo 90 A, 4 um, 250 x 4,6 mm - kolonnilla. Eluenttina toimi 0,1 %
Trifluorietikkahappo (TFA) ACN-liuoksessa, gradientti 20—-60 % 0-22,5 min. Toinen eluentti oli
0,1 % TFA vesiliuoksessa. Virtausnopeus oli 1 ml/min ja injektiotilavuus 10 pl. Puhtaan tuotteen

retentioaika oli noin 10—12 minuutin valilla.

2.5.1.3 "TH-NMR
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Tuote 3 karakterisoitiin ydinmagneettisella resonanssilla (NMR). 'H- NMR (500 MHz, CD;0D)
0 10.23 (1H, s), 8.48-8.43 (2H, d, J= 8,23 Hz), 7.51-7.46 (2H, d, /= 8,11 Hz), 4.44 (2H, s),
3.71-3.68 (2H, t, J = 5,86 Hz), 3.61-3.58 (3H, m, J = 6.03 Hz) 3.56- 3.45 (26H, m) 3.07 (6H, m),
2.66 (3H, m), 2.48-2.43 (2H, t, ] = 5,78 Hz), 2.40-2.29 (7H, m), 1.99 (3H, s), 1.53 (6H, m), 1.42
(7H, m), 1.24 (8H, m).

2.5.2 Di-scFvlF4-TCO
2.5.2.1 SEC-HPLC

Vilituote 5 analysoitiin SEC-HPLC:114. Nayte valmistettiin liuottamalla 10 pl tuotetta 5 20 pl
PBS:44. Analysointiin kéytettiin Superdex 75 increase 10/300 GL SEC-kolonnia. Eluenttina oli
suodatettu PBS (pH 7.4). Virtausnopeus oli 0,3 ml/min ja ajoaika oli 100 minuuttia. Retentioaika

oli 29-31 minuutin valilla.
2.5.2.2 Nanodrop

Vilituotteen S vasta-ainefragmentin konsentraatio selvitettiin Nanodrop mikrovoluumi-
spektrofotometrilld. Nanodrop médrittad proteiinien konsentraation nédytteen absorbanssin
perusteella joko 280 tai 205 nm:n aallonpituudella. Nanodropin etuna on, ettei se vaadi
standardeja, reagensseja ja mittaus on mahdollista suorittaa pienilld ndytemé&érilli. Ennen
ndytteiden mittausta ja mittausten vélissd sensorit pestiin UP-vedelld (5 pl) ja pyyhittiin
laboratorioliinalla. Ennen néytteen mittausta taustan asetuksiin valittiin “Muu proteiini” ja
syotettiin arvo molekyylipainolle (55,29 kDa) ja molaariselle absorptiokertoimelle (¢/1000)

(104 210, 00 M' cm™). Seuraavaksi tausta absorbanssi nollattiin pipetoimalla PBS:44 (2 ul),
valitsemalla ’blank™ ja suorittamalla mittaus. Tdmén jdlkeen sensorit puhdistettiin ja vélituotteen

5 néytteen konsentraatio mitattiin pipetoimalla 2 pl niytetta.
2.5.3 DFO*-NCS-di-scFv1F4
2.5.3.1 SEC-HPLC

Vilituotteelle 7 suoritettiin myos SEC-HPLC. Tété varten 10 pl nédyte tuotetta 7 liuotettiin 20 ul
PBS. Néyte analysoitiin Superdex 75 increase 10/300 GL SEC-kolonnilla. Eluenttina oli
suodatettu PBS (pH 7,4). Virtausnopeus oli 0,3 ml/min ja ajoaika oli 80 minuuttia. Retentioaika

oli 29-31 minuutin valilla.
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2.5.3.2 Nanodrop

Vilituotteen 7 vasta-ainefragmentin konsentraatio selvitettiin Nanodrop mikrovoluumi-
spektrofotometrilld. Nanodrop maarittdd proteiinien konsentraation ndytteen absorbanssin
perusteella joko 280 tai 205 nm:n aallonpituudella. Nanodropin etuna on, ettei se vaadi
standardeja, reagensseja ja mittaus on mahdollista suorittaa pienilld ndyteméaédrilla. Ennen
nédytteiden mittausta ja mittausten vélissd sensorit pestiin UP-vedelld (5 pl) ja pyyhittiin
laboratorioliinalla. Ennen ndytteen mittausta taustan asetuksiin valittiin “Muu proteiini” ja
syotettiin arvo molekyylipainolle (55,29 kDa) ja molaariselle absorptiokertoimelle (¢/1000)

(104 210, 00 M! cm™). Seuraavaksi tausta absorbanssi nollattiin pipetoimalla PBS:4i (2 ul),
valitsemalla “’blank” ja suorittamalla mittaus. Tdmin jélkeen sensorit puhdistettiin ja vélituotteen

7 ndytteen konsentraatio mitattiin pipetoimalla 2 pl néytetta.
2.5.4 [¥Zr] Zr-DFO-PEGs-T;,
2.5.4.1 Radio-TLC

Lopputuotteen 8 RP-TLC ajettiin 1/1 EDTA/CH3CN- liuoksella. Levylle asetettiin 1 pl tippa
lopputuotetta 8 ja vapaata 3°Zr-oksalaattia. Levyjen annettiin kuivua huoneenlimmossé ennen
analyysid. Ajon jdlkeen levyt skannattiin Fujifilm BAS 1800 II-biokuvantamislaitteella ja

tulokset analysoitiin Tina 2.0-ohjelmistolla.
2.5.4.2 Radio-HPLC

Lopputuotteen 8 HPLC-metodissa injektoidun néytteen aktiivisuus oli 0,04 MBq. Tuote
analysoitiin Jupiter Proteo 90 A, 4 um, 250 x 4,6 mm - kolonnilla. Menetelmissi kiytettiin
isokraattista eluutiota, jossa 25 % eluenttina toimi 0,1 % TFA vesiliuoksessa ja loput oli 0,1 %
TFA ACN-liuoksessa. Virtausnopeus oli 2 ml/min ja ajoaika oli 20 minuuttia. Retentioaika oli 4-

5 minuuttia.
2.5.5 [¥Zr] Zr-DFO*-NCS-di-scFv1F4
2.5.5.1 Radio-TLC

Lopputuotteen 9 RP-TLC ajettiin 1/1 EDTA/CH3CN- liuoksella. Levylle asetettiin 1 pl tippa

lopputuotetta 9 ja toinen 1 pl tippa vapaata ¥Zr-oksalaattia. Levyjen annettiin kuivua
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huoneenldmmossi ennen analyysid. Ajon jdlkeen levyt skannattiin Fujifilm BAS 1800 II-

biokuvantamislaitteella ja tulokset analysoitiin Tina 2.0-ohjelmistolla.
2.5.5.2 Radio-SEC-HPLC

Lopputuotteen 9 radio-SEC-HPLC-metodissa injektoitiin samalla my6s 7 ja lopullinen
injektiotilavuus oli 25 pl. Tuote analysoitiin Superdex 75 increase 10/300 GL SEC-kolonnilla.
Eluenttina oli suodatettu PBS (pH 7,4). Virtausnopeus oli 0,3 ml/min ja ajoaika oli 80 minuuttia.

Retentioaika oli 29-31 minuutin vililla.
2.5.5.3 Stabiilisuustestit
Lopputuotteelle 9 suoritettiin myos stabiilisuustestit metalli- ja kelaattoriympéristdissa.

Kelaattoriympéristossé testi suoritettiin seké neutraalissa (pH = 7) ettd happamassa (pH = 5,5)
pH-arvossa. Kelaattorina kdytettiin EDTA:ta (1,3 pl, 10 mM). Seké tuotteen 9 néyte (0,05-0,052
nmol) ettd EDTA liséttiin PBS:d4n (pH 7 ja 5,5). Tdman liséksi valmistettiin myos kontrolli.
Kontrollissa vain tuotteen 9 néyte liséttiin PBS:44n (pH 7 ja 5,5). Seoksia inkuboitiin (37 °C) 24
tunnin ajan. Luotettavuuden parantamiseksi jokainen stabiilisuustesti ja kontrolli suoritettiin

kolmesti.

Radioaktiivisuus ja sitd myotéd radioaktiivinen puhtaus varmistettiin mittaamalla 50 pl kolmesta
ndytteestd Amicon Ultra-9.5 ml (10K) -suodattimeen. Tédhén liséttiin vield 350 ul PBS:44. Seos
puhdistettiin sentrifugoimalla suodatin (14000 rpm, 10 min). Suodattimeen jédnyt

radioaktiivisuus edusti ehjii lopputuotetta 9 ja suodatinjisinnds edusti vapaata %°Zr tai EDTA:n

kompleksoimaa ¥Zr. Tdma mittaus suoritettiin 0, 0,5, 2, 6 ja 24 tunnin kohdalla.

MetalliymparistOssé testi suoritettiin vain yhdessd pH-arvossa (7,4) PBS:n kanssa. Testissd
metallivaikuttajana kéytettiin rautakloridia (FeCls) (250 ul, 1 mM) joka oli liuotettu UP-veteen.
Tama rautakloridi lisdttiin eppendorffiin yhdessd PBS:n (250 pl, pH = 7,4) kanssa ja
lopputuotteen 9 ndytteen (0,05-0,052 nmol) kanssa. Taméin lisdksi valmistettiin kontrolli, jossa
oli vain PBS (500 pul, pH = 7,4) ja ndyte tuotteesta 9 (0,05—0,052 nmol). Seoksia inkuboitiin (37
°C) 24 tunnin ajan. Luotettavuuden parantamiseksi jokainen stabiilisuustesti ja kontrolli

suoritettiin kolmesti.

21



Radioaktiivisuus ja sitd myotd radioaktiivinen puhtaus varmistettiin mittaamalla 50 pl kolmesta
ndytteestd Amicon Ultra-9.5 ml (10K) -suodattimeen. Tdhén lisdttiin vield 350 ul PBS:44. Seos
puhdistettiin sentrifugoimalla suodatin (14000 rpm, 10 min). Suodattimeen jédnyt
radioaktiivisuus edusti ehjdi lopputuotetta 9 ja suodatinjainnds edusti vapaata ¥Zr. Timi

mittaus suoritettiin 0, 0,5, 2, 6 ja 24 tunnin kohdalla.
3. Tulokset ja niiden tarkastelu

Laadunvarmistus viélituotteille ja lopullisille tuotteille suoritettiin TLC- ja HPLC-metodeilla, pH-
paperilla ja visuaalisella tarkastuksella. Visuaalisen tarkastuksen avulla varmistettiin, ettd
lahtoaineet ja lopputuotteet olivat silmdméardisesti puhtaita. Ph-paperin avulla varmistettiin
radioleimauksen aikana, ettd olosuhteet olivat oikeat. Monelle vili- ja lopputuotteelle suoritettiin

TLC- ja HPLC-testit.
3.1 Lihtoaineiden synteesi

3.1.1 DFO-PEGs-T?

Alun perin yhdistettd 3 saatiin valmistettua ensimmaisessé erdssi ensin 3,8 mg ja myohemmin
toisessa erdssd 2,3 mg. Ndille erille vilituotetta 3 suoritettiin useampi TLC-, HPLC- analyysi,
NMR-ajot sekd SPE-puhdistus kéyttden C18 SepPak-patruunoita. Osittain nima suoritettiin
optimoinnin takia ja osittain epdpuhtauksien takia. Myohemmin ndma erét yhdistettiin yhdeksi
ndytteeksi, mutta useiden analyysien, kuivaamisen, liuottamisen ja puhdistuksien jélkeen,
radioleimaukseen jéi kdytettdviksi 2,1 mg vélituotetta 3. Lopullinen saanto oli tdlloin 38 %.
Prekursori 3:lle saatiin optimoitua hyvd HPLC-metodi. Tuotteessa havaittiin 'H-NMR:ssi
epapuhtauksia, joiden epdilldén olevan ldhtdaineesta 1 perdisin. Mahdollisesti myos ldhtdaineesta
2 on periisin epipuhtauksia, niitid kuitenkin pitiisi olla vihemmin kuin tuotteesta 2 "H-NMR
perusteella. Tétd havaintoa vahvistaa, kun saatua NMR- spektrid verrataan alkuperdisen
tutkimuksen omaan spektriin.*’ Lisiksi kuvassa 6. havaitaan tuotepiikki, 3, jonka osuus on vain

noin 61 %.
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Kuva 6. Vilituotteen 3 HPLC-kromatogrammi. Retentioaika 10—12 minuutin kohdalla.
3.1.2 Di-scFvlF4-TCO

Konjugaatio suoritettiin useaan otteeseen onnistuneesti kaavan 2 menetelmailld. Ensimmaiselld
kerralla kun vilituote S valmistettiin, niin puhdistaminen epdonnistui ja lopputuotteessa
havaittiin erittdin paljon epdpuhtautta. Tdmin vuoksi toisessa erdssd keskityttiin paremman
puhdistusmenetelmin 16ytdmiseen. Taulukon 2 tulosten lisdksi vilituotteen 5 analysoimiseksi

saatiin kehitettyd luotettava puhdistusmenetelmi sekd SEC-HPLC-menetelma.

Taulukko 2. Vilituotteen S konjugointireaktion saannot ja konsentraatiot.

Erd Saanto Konsentraatio Puhtaus
1. 43,1 % 0,993 mg/ml 95,5 %
2. 53,9 % 1,241 mg/ml 96,1 %
3. 44,9 % 4,420 mg/ml 92,9 %
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1 28.115 20017 523 4 548 6.834
2 29 845 460388 5719 72165 T4 672
3 33.642 103378 960 16.204 12.530
4 38.580 5757 55 0.902 0.723
o 58.170 15574 168 2.441 2.189
[5] 61.967 1265 23 0.188 0.301
7 64.588 16068 129 2518 1.689
8 66.467 6520 81 1.022 1.062
Total 637966 7659 100.000 100.000

Kuva 7. Vilituotteen 5§ SEC-HPLC-tulokset konjugoinnin jélkeen, retentioaika 29—30 minuutin

kohdalla

Kuvassa 7 ndhdédén onnistuneen vilituotteen spektri, kyseisen nidytteen Nanodrop-

analyysitulokset olivat seuraavat; tilavuus = 50 pl, ainemiérd = 3,997 nmol ja konsentraatio =

4,420 mg/ml. Koko erdn saanto oli 44,9 % ja puhtaus 92,9 %. Kuvasta 7 ndhtévit piikit 1-3

tulevat tuotteesta ja piikit 4-8 ovat epdpuhtauksia.

3.1.3 DFO*-NCS-di-scFviF4

Konjugaatioreaktio toisen ldhtéainemolekyylin DFO*-NCS:n 6 kanssa saatiin myds

onnistumaan. Konjugaatio suoritettiin vain kerran ja silloin saanto oli 50,9 % ja puhtaus oli 87,1

%. Samalla todennettiin, ettdi SEC-HPLC ja puhdistusmenetelmai olivat toimivia. Kuvan 8

piikeistd 1-3 kuuluvat tuotteelle ja piikit 4—7 ovat epapuhtauksia.
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Peak#| Ret. Time Area Area% Height% Height
1 28.02 56091 15.3 18.564 951
2 29.91 246369 67.3 68.277 3498
3 33.62 16457 4.5 3.985 204
4 58.51 13868 3.8 3.158 162
5 60.31 9122 25 2.206 113
6 61.78 9622 2.6 2.294 118
7 65.63 14648 4.0 1.516 78
Total 366175 100.0 100.000 5124

Kuva 8. Vilituotteen 7 SEC-HPLC-tulokset konjugoinnin jélkeen, retentioaika 29-30 minuutin
kohdalla

Kuvassa 8. ndhddéin onnistuneen vélituotteen spektri, kyseisen ndytteen Nanodrop-
analyysitulokset olivat seuraavat; tilavuus = 70 pl, aineméérd = 4,531 nmol ja konsentraatio =

3,579 mg/ml.
3.2 Radioleimaus
3.2.1 [%*Zr] Zr-DFO-PEGs-Tz-TCO

Radioleimaus 3:lle suoritettiin 13 kertaa vaihtelevin tuloksin. Tutkimuksen aikana myo0s testattiin
leimauksen olosuhteiden muuttamista. Testattiin kdyttdd eri aloitusradioaktiivisuutta (2—20
MBq), eri maardd HEPES-puskuriliuosta, prekursoria 3 seké etanoli-saliini-seosta
radioleimauksen jilkeisessd puhdistuksessa. Tuotteelle 8 kehitettiin hyva radio-TLC
analyysimetodi ja HPLC-metodi. Radioaktiivisuudet, joilla radioleimausta suoritettiin,
vaihtelivat vililld 2-25 MBq. Radiokemiallisten saannot vaihtelivat valilld 2-55 %
Radiokemialliset puhtaudet vaihtelivat vélilld 16—78 %.
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Taulukko 3. Lopputuotteen 8 radiokemialliset saannot ja puhtaudet. Erille 1. ja 2. suoritettiin
erilainen TLC-menetelmai, joka todettiin huonoksi ja titen luotettavia tuloksia puhtauden suhteen
ei saatu. Erét 10. ja 11. epdonnistuivat

Erd 897r aloitus Radiokemiallinen Radiokemiallinen
radioaktiivisuus saanto (%) puhtaus (%)
(MBq)

1. 2,04 17,86 -

2. 4,18 4438 -

3. 2,43 54,85 79,9

4, 2,25 47,26 19,6

5. 1,95 35,48 17,6

6. 19,68 3491 60,1

7. 2,22 37,77 68,2

8. 10,09 7,56 9,2

9. 7,26 13,9 20,1

10. 13,89 43 -

11. 2,77 8,2 -

12. 20,30 9,02 61,7

13. 18,54 9,15 57,4
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Kuva 9. Lopputuotteen 4 Radio-TLC-spektri. Leimatun tuotteen piikki havaitaan 20-27 mm
vélissa.

Kun lopputuote 8 saatiin onnistuneesti radioleimattua, saatiin radio-TLC:n tuloksena kuvassa 9
nihtdavi kromatogrammi. Kuvassa lopputuote 4 ndhddan kulkeutuneen 23 mm kohdalle ja sen

RCP on 54 %. Kromatogrammissa loppuun asti on kulkeutunut vapaa zirkonium-89.

a) FEX - Vial 1 Inj 1 22Z4TO02TC-1 - Channel 1

—
A

b) FEX - Wial 1 Inj 1 22Z4TO0ZTC-1 - Channel 2
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Kuva 10. Lopputuotteen 8 Radio-HPLC-kromatogrammi. Tuote havaitaan 4 minuutin kohdalla.
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Kuvassa 10. ndhddén hyvd HPLC-kromatogrammi. Kuvassa keltainen véri on radioaktiivisuutta
mittaavan detektorin kanava ja punainen on UV-kanava. Tuotteessa ndhdain korkea
radioaktiivisuus eli leimaaminen on onnistunut. Kromatogrammin alussa ndhddédn vapaa

zirkonium-89 jonka aktiivisuus taas ei ole kovin korkea.

Radioleimauksen toisessa vaiheessa oli tarkoitus sitoa vasta-ainefragmentin siséltdva molekyyli
5 ensimmédisessé vaiheessa radioleimattuun vilituotteeseen 8. Ndin oli tarkoitus valmistaa
suunniteltu lopputuote 10. Tassi ei kuitenkaan onnistuttu tutkimuksen aikana kertaakaan.

Luonnollisesti ei kyetty suorittamaan myoskéén stabiilisuustesteja.
3.2.2 [¥Zr] Zr-DFO*-NCS-di-scFv1F4

Toisen molekyylin 7 kanssa suoritettu radioleimaus oli yksivaiheinen suoraleimaus, joka
suoritettiin kaavan 6 mukaisesti. Radioleimaus suoritettiin kerran ja saatiin onnistumaan.

Radiokemiallinen saanto oli 50.2 % ja radiokemiallinen puhtaus > 95 %.
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Width [mm] PSL PSL/mm %(PSL/mm) PSL-Bkg %(PSL-Bkg) | %((PSL-Bkg)/mm
13.65 7422.48 543.77 154.79 7422.48 95.17 154.79
8.55 376.33 44,02 12.53 376.33 4.83 12.53
22.20 7798.81 351.30 100.00 * 7798.81 100.00 * 100.00 *
54.00 8423.31 155.99 44.40 8423.31 108.01 44.40

Kuva 11. Lopputuotteen 9 Radio-TLC-spektri. Leimatun tuotteen piikki havaitaan 0—12 mm

valissa.
100 PDA Multi 2 280nm 4nm
7.5% g
] n
5_0—; J'\
] 2
257 e 3
0 O—: J"‘ Y Lﬁ MN#_L-?;__H e
: T T L L B B T [ \ T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
min
PDA Ch2 280nm
Peak# Ret. Time Area Area% Height Height%
1 27.841 132861 21.662 2245 24 529
2 29.715 445551 72.644 6455 70.526
3 33.316 21880 3.567 298 3.260
4 h8.464 13046 2127 154 1.685
Total 613338 100.000 9153 100.000

Kuva 12. Lopputuotteen 9 SEC-HPLC-kromatogrammi. Retentioaika 29-30 minuutin valilla.
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1 28.699 6370059 13.144 109915 17.589
2 30.726| 37942913 78.294 431200 69.004
3 35.317 4149188 8.562 83781 13.407
Total 48462160 100.000 624896 100.000

Kuva 13. Lopputuotteen 9 Radio-SEC-HPLC-kromatogrammi. Retentioaika 29—30 minuutin

valilla.

3.3 Stabiilisuustestit

3.3.1 [¥Zr] Zr-DFO*-NCS-di-scFvl1F4

Stabiilisuustesteissd kaytettiin erdé, jonka spektrit ja kromatogrammit on esitetty kuvissa 11-13.

Lopputuottelle 9 suoritettujen stabiilisuustestien tuloksista kuvaajissa 14—16 ndhdéén etti

tuotteen kestiavyys kelaattoriympéristdsséd oli erinomainen. Vuorokauden altistumisen jidlkeen

>90 % tuotteesta pysyi hajoamatta. Lisdksi havaittiin, ettd transkelaatiota tapahtuu herkemmin

happamissa olosuhteissa. Tuotteen 9 kestivyys taas metalliympéristossd oli huomattavasti

huonompi. Kuvaajista havaitaan ettd 20 % tuotteesta oli vapauttanut zirkonium-89 radionuklidin.
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Kuva 14. Oranssi = kontrolli, sininen = FeClz-ympérist6 (0,5 mM).

100 [}
Lo ——._‘—____——:

-0
—e
80
L
E
3 60
w
=
<
g 40
=]
1]
o
20
0
0 4 8 12 16 20 24

Aika(h)

Kuva 15. Oranssi = kontrolli, sininen = 5,5 pH EDTA-ympérist6 (26 uM).
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Kuva 16. Oranssi = kontrolli, sininen = 7,0 pH EDTA-ympaéristo (26 uM).
4. Johtopaitokset

Prekursori 3 saatiin valmistettua, mutta sen synteesi ja puhdistus olivat haastavia. Lisdksi saanto
ei ollut kovin suuri. Kuten aiemmin mainittiin, tydssa suoritettiin paljon puhdistusta, kuivausta ja
analysointia viélituotteelle 3. Jatkotutkimuksissa olisi hyva pyrkid valmistamaan tuote niin, ettd
mahdollisimman védhén néitd vilivaiheita tarvitsisi suorittaa, jotta vélituotteen 3 puhtaus ja saanto
nousisi. Prekursorille optimoitu HPLC-menetelma todettiin hyvéksi koska vélituote 3 saatiin

toistettavasti ja selkeélla piikilla havaittua 10—12 min kohdalla.

Tuote 8 saatiin useampaan otteeseen radioleimattua vaihtelevin tuloksin. Néiden tuotteiden
puhtaus ja saanto vaihteli todenndkdisesti jo valmiiksi ei-puhtaan prekursori 3:n vuoksi. Ndma
epipuhtaudet selittiisivit myds miksi radio-TLC-tuloksissa havaittiin joskus vapaan *Zr ja
tuotteen liséksi kolmas piikki. Tdmé voisi mahdollisesti olla jokin DFO-rungon omaava
epipuhtaus, johon 3°Zr sitoutuu. Radioleimausten ohessa onnistuttiin 16ytiméin selkeiti piikkeji

tuottavat radio-HPLC- ja radio-TLC-menetelmit.

Lopputuote 9 saatiin valmistettua ja stabiilisuustestit suoritettua. Testien tuloksia vertaamalla

73,74

kirjallisuudessa’>’* oleviin tuloksiin voidaan todeta, ettd ne ovat hyviksyttavat. Tuote on juuri

niin kestidvi, kuin hypoteesissa ajateltiin ja voidaan sanoa, ettd lopputuote 9 kestdisi hyvin in vivo
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ympérist6jd. Tdméan tuotteen tutkimista kannattaa jatkaa jatkotutkimuksin. Synteesi suoritettiin

vain kerran, joten olisi hyvd varmistaa, ettd nykyinen metodi on toistettava. Jos synteesireitti

todetaan toistettavaksi, niin voitaisiin harkita eldinkokeita. Voitaisiin myds harkita toisen vasta-

ainefragmentin tai radionuklidin kayttoa.
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