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Osszefoglalas

A célzott molekularis képalkotds egy 1j, igéretes mddszer a nukledris medicindban a diagnosztika és a terdpia tertile-
tén. A manganizotépok sokszindsége elérhetd kozelségbe hozta a bimodalis képalkotasokat, mivel az Mn pozitront
emittdlé izotép a funkciondlis PET, mig a paramagneses **Mn-izotop keldtjai az MR kontrasztanyag-kutatdsok és a
PET-diagnosztikumok kapcsolasat tették lehetévé. Jelen kozleményben kitériink a Mn(IT)-ion komplexdldsara legin-
kabb alkalmas keldtorok, illetve az ezekbdl szarmaztathaté kétfunkcids és intelligens Mn(II)-komplexek, valamint a
lehetséges bioldgiai vektormolekuldk bemutatisira. Ezekre az el¢zményekre alapozva példikat mutatunk be az in
vivo kisérletek sordn jol teljesit6 vektormolekulak és az dltalunk kifejlesztett kelitorok *?Mn-izotéppal jeldlt konjuga-
tumainak alkalmazdasara.

Kulcsszavak: célzott molekuliris képalkotds, 52-mangan(II), bifunkcionilis keliatorok, PET /MRI

Mn(II)-based diagnostic agents: From the basic research to targeted diagnostics

Baldzs Varadi'*3, GergS Zoltan Sajtos"?, Karoly Brezovcsik®, Zoltin Sztcs?,
Stefan Szedlacsek*, Gabor Nagy®, Gyula Tircso!

"Department of Physical Chemistry, Faculty of Science and Technology, University of Debrecen, Debrecen, Hungary
’Doctoral School of Chemistry, University of Debrecen, Debrecen, Hungary
*Institute for Nuclear Research, Debrecen, Hungary
*Romanian Academy, Institute of Biochemistry, Bucharest, Romania
5ScanoMed Ltd., Debrecen, Hungary

Summary

Early diagnosis of oncological diseases is crucial for cancer treatment and survival. Imaging of cancerous tissues rely
on the availability of targeting biovector molecules capable of carrying diagnostic medical radionuclides, contrast
agents (CAs) or optical probes to the diseased tissue for imaging. The production of tissue-specific contrast agents or
contrast agents targeted with appropriate vector molecules was fueled by their ability to accumulate in certain tissues
or organs, which allows us to reduce the required dose or to visualize specific processes at the cellular/tissue level.
Recent developments in antibody engineering and PET (positron emission tomography) radiochemistry have led to
new ImmunoPET imaging approaches. In contrast to the antibodies, antibody fragments such as minibodies, dia-
bodies, single-chain variable region fragments (scFvs), nanobodies and affibodies are smaller in size, yet retain the
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specificity and affinity of antibodies in addition to more desirable pharmacokinetic profiles. For such imaging studies
isotopes with long half-lives are required (°*Cu or Zr were the ones used more frequently), which brought an at-
tention on the positron emitter **Mn isotope (% ,=5.59 days). On the other hand Mn(II) complexes have been in-
tensively studied recently as monoaquated chelates of Mn(II) are considered safer alternatives to Gd(III)-based
contrast agents (GBCA’s) in magnetic resonance imaging (MRI). Therefore the use of Mn(II) complexes also offers
the possibility of “marrying” these two diagnostic modalities. In MRI new, safer alternatives are needed, since
Nephrogenic Systemic Fibrosis (NSF) in renal patients has been linked to the toxic effect of Gd(III) ion released
during dissociation of the applied CA (Gd(III) complexes). Ten years later, it was also confirmed that injected
Gd(III) can accumulate in patients with healthy kidney function, while Gd(III) chelates excreted from the body in-
crease GA(IIT) concentrations in surface water (“gadolinium anomaly”). Related to this research topic, our current
paper summarizes the most suitable chelators designed for complexation of Mn(II) ions. Bifunctional ligands devel-
oped for Mn(II) complexation and intelligent/responsive Mn(II)-based probes were also reviewed, furthermore,
information on the possible biological vector molecules was also summarized. Based on this information we present
examples of the application of vector molecules that have performed outstandingly in iz vivo experiments and their

32Mn isotopically labeled conjugates that we have developed and tested using animal models.

Keywords: targeted molecular imaging, 52-manganese(1I), bifunctional chelators, PET/MRI

Elbszd

A Horison-2020 eurdpai uniés kutatdsi program egyik
kiemelt teriilete az onkolégia. Magyarorszig szamdra ez
még nagyobb jelent8ségt, hiszen a tumoros megbetege-
dések okozta elhaldlozas statisztikai értékeiben eurdpai
sereghajtok vagyunk, és vildgviszonylatban is nagyon
rosszak a mutatéink. A radiogyégyszer-kutatds egy dina-
mikusan fejl6d6 tudomdnydg, amely a diagnosztikai
eredményeken tal a személyre szabott, célzott radionuk-
lidos tumorterdpia irdnyiban is biztaté eredményeket
mutat. A radioaktiv bomlds csupan akkor képes kizarélag
a rdkos szovetek elpusztitdsara, ha egy igen nagy szelekti-
vitast, specifikus molekula képes eljuttatni a radioaktiv
izotopot a rikos sejtekhez. Ehhez tgynevezett vektor-
molekuldra van sziikség, valamint egy olyan kozbensd,
,bifunkcids” molekuldra, amely egyrészrél kot a radio-
aktiv izotépot, masrészrdl stabilan kotédik a célba jutta-
tasért felel6s vektormolekuldhoz is. A szerzé ilyen koz-
bensS, komplexképzé molekuldk szintetizalasat és
alkalmassaguk tesztjeit mutatja be affibody vektormole-
kula, radioaktiv PET (Mn) izotépok alkalmazdsival.
A radioaktiv izotépok elballitasa és a veliik végzett radio-
kémiai kutatdsok lehet@ségei erdsen limitaltak. A szerzé
szamdra a debreceni Atomki biztositotta ezt a lehet8sé-
get, mint Magyarorszag egyetlen, kutatdsra dedikalt cik-
lotronnal rendelkezé kutatdintézete.

Dry. Szitcs Zoltan tudomédnyos fémunkatdrs
Atommagkutat6 Intézet, Debrecen

A magneses rezonancias képalkotas (MRI) 1980-as évek
kozepén tortént bevezetése 6ta az orvosdiagnosztikai el-
jarasok elengedhetetlen eszkozévé valt. A vizsgilatok je-
lentGs részét kontrasztanyagok (KA-k) alkalmazésival
végzik, amelyekkel szemben a bizalom a 2000-es évek
elején megrendiilt. Ennek az lehet az oka, hogy a vesebe-
tegek esetében tapasztalt nefrogén szisztémas fibrozis
(NSF) megbetegedéseket az alkalmazott KA (Gd(III)-
komplexek) disszocidcidja sordn kiszabadulé Gd(I1I)-ion

toxikus hatdsaval kapcsoltdk dssze. Tiz évvel kés6bb az is
beigazolddott, hogy az injektalt GA(III) felhalmozddhat
egészséges vesefunkeidja paciensek esetében, mig a szer-
vezetbdl kitirtilé Gd(I1I)-kelatok a felszini vizek Gd(III)-
koncentraciéjat novelik (,,gadolinium-anomalia”). Ezek-
nek a problémdknak az Osszessége olyan intenziv
kutatdsokat inditott el, amelyek célja a Gd(III)-ion esz-
szencidlis fémion alapt alternativiinak megkeresése volt.
Mivel az els6 MRI-vizsgéilatokat is Mn(II)-s6kkal végez-
ték, s6t az Orviglance (Acelia Pharma) klinikai kiprobdlas
alatt 1év6 (2. fazis) kontrasztanyagjelolt sem mas, mint
MnCl,, igy a figyelem értheté okokbdl ismét a Mn(II)-
ion és vegytiletei felé fordult. A Mn(II)-vegyiiletek mel-
lett sz6l tovabba az is, hogy izotdpjai sokszintségének
koszonhetSen a Mn(I1)-vegytiletek segitségével konnyen
»hazasithatéva” valik két nagyon fontos diagnosztikai el-
jaras, az MRI és a pozitronemisszios tomografia (PET).
Erre alapozva vilagszerte tobb kutatécsoport vagott bele
a Mn(II) komplexdldsira alkalmas kelatorok fejlesztésé-
be. A kutatdsok kezdetben tobbnyire a nyilt linca ligan-
dumok el@allitasat céloztik; ilyen céllal kutatécsopor-
tunk is tervezett, fejlesztett és szabadalmaztatott merev
gerinc keldtorokat. Mivel a Mn(II)-ion az atmeneti
fémionok korében is jellemz&en kevésbé stabilis, és labilis
keldtokat képez — a Gd(IIT)-komplexekhez mérten a hat-
ranya pedig még kézenfekvébb —, a probléma megolda-
sat merev gerincti makrociklusos kelatorok fejlesztésében
lattuk, és ez lett Varadi Baldzs PhD-hallgaté6 KDP-palya-
zatanak f6 célkitizése. Varadi Baldzs palyazata célkit(izé-
seinek megvalésitasa sordn az egyetemi kurzusokon ttl
tobb HPLC-s ¢és tomegspektrometriai tanfolyamon is
részt vett. Ezdltal képes elemezni a reakcidelegyeket,
HPLC-s médszert beallitani a kivint termékek tisztitasa-
ra, és azt preparativ elvalasztasra ,,athangolni”. Prof. dr.
Szedlacsek Stefan E. kozremiikodd partner jovoltabol
részt vett a biovektor-molekuldk (affitest) eléallitasiban,
tisztitdsaban, kelatorokkal, majd **Mn(II)-izot6ppal val6
jelolésében (ipari partner) és kiprobalasaban iz vivo egér-
kisérletekben.
Prof. dv. Tircso Gynln egyetemi tanar
Debreceni Egyetem
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Bevezetés

Az onkologiai megbetegedések korai diagnosztizildsa
kulcsfontossagti a rakos megbetegedések kezelése és a
talélés /gydgyulds szempontjabol. A célzott molekuldris
képalkotds ehhez olyan specifikus molekularis hordozé-
kat haszndl, amelyek a rdkos sejtek felszinén talzottan
kifejezett/expresszalt tumormarkereket felismerve litha-
tova teszik ezeket (diagnozis), illetve képesek lehetnek
segiteni a terdpiat. Egy ilyen Osszetett molekula tobb
részbdl all, amelyek mindegyikének megvan a maga
funkciéja. A molekularis hordozék (antitestek, illetve an-
titestfragmensek — pl. nanotestek, affitestek —, peptidek
stb.) felelnek a célba juttatasért (,,vektormolekulak”),
mig a fémionalapt radioizotépokat tobbnyire kelatképz§
ligandumok segitségével teszik alkalmassa a ,,szallitasra”.
Ezt a két alapvet§ egységet megfeleld ,,kapoccsal” kotik
Ossze, amelynek akar funkcidja is lehet (pl. masodlagos
kolcsonhatas  kialakitidsa a szdllitdsért felelGs ,taxi-
molekuldkkal” stb.). A radioizotépok /fémionok — és igy
a komplexképzd kelatorok — kivilasztisa meghatarozé a
kivalasztott/elérhetS diagnosztikai médszer szempont-
jabol: ezek rendelkezhetnek paramdgneses tulajdonsa-
gokkal, bocsathatnak ki pozitronokat vagy gamma-foto-
nokat, amelyek alapveté eszkozei az olyan képalkotd
eljarasoknak, mint példaul a magneses rezonancia képal-
kotds (MRI), a pozitronemisszids tomogrifia (PET)
vagy az egyfoton-emissziés komputertomogrifia
(SPECT), valamint a kozelmultban elérhet6vé valt kap-
csolt (bimodalis) képalkotdsi eljirisoknak (pl. MRI/
PET).

A manganizotopok széles palettaja kivalo lehetGséget
teremt a bimodalis képalkotdsra — annak ellenére, hogy a
modalitasok lényegesen eltérG érzékenysége egyelGre
megakaddlyozza a valés bimoddlis alkalmazisokat.
A mangan rendelkezik egy hosszu élettartama PET-izo-
téppal, amely alkalmazhat6 a PET-alapt funkcionalis
képalkotisban (**Mn), mig az **Mn paramagneses jellege
miatt a Mn(II)-kelatok az MRI-ben alkalmazott Gd(III)-
komplexek biztonsigosabb alternativiinak tekinthetdk,
mivel a nagy spinszima komplexek a Mn(II) 6t parosi-
tatlan elektronjianak koszonhetSen erds paramagneses
tulajdonsidggal rendelkeznek, amelyhez megtelelGen
gyors oldoszercsere és elektronrelaxdcios id6 is tarsul. Az
2Mn-izotop felezési ideje 5,59 nap, ami dsszemérhetd a
87r felezési idejével (t,, = 78,4 6ra), és 1ényegesen hosz-
szabb, mint a **Cu-izotopé (t; , = 12,7 6ra). Ezért az
2Mn haszndlata lehet&vé teszi a hosszabb idGskalan tor-
téné képalkotast, igy kompatibilis az antitest vektormo-
lekuldra alapozé célzott alkalmazisokkal. Ezen tdl az
2Mn 29,4 szazalékban bocsit ki pozitronokat — ami na-
gyobb ardny, mint a **Cu (17,6 szdzalék) vagy a ¥Zr
(22,7 szazalék) izotépok esetében. A kibocsatott ré-
szecske energidja 242 keV, ami kisebb, mint a "'C (960
keV) vagy a 8F (635 keV) értéke, és toredéke a Ga
esetében tapasztalhaté értéknek (1899 keV), ami nagy
térbeli felbontdst tesz lehetévé. Rengeteg pozitiv tulaj-

Mn(ll)-ion-alapu diagnosztika

donsaga mellett hatranyaként a bomlds sordn keletkezd,
nagy energidji gamma-fotonok (744, 936, 1434 keV)
emlithetSk, amelyek tovabbi terhelésnek teszik ki a szer-
vezetet az alkalmazasa soran.

A célzott diagnosztikai (és terdpids) alkalmazasokhoz
a vektormolekuldk széles palettdja vélt elérhet6vé. Leg-
gyakrabban monoklonalis antitesteket (mADb) hasznaltak
ilyen célra, mivel ezek alapvetSen képesek felismerni egy
specifikus epitopot — a célzott molekula egy részét —, és
képesek ahhoz kotédni. A monoklonalis antitestek mole-
kularis szondaként valé hasznalatinak szimos hidnyossa-
ga azonban — példaul a csekély érzékenység, a lasst ki-
urtilés vagy a nem specifikus felvétel — olyan, qj
alternativakat vizsgal6 tanulmanyokat inditott el, mint az
antitesttoredékek (pl. nanotestek, affitestek), illetve pep-
tidek stb. vizsgilata. Mdra a vektormolekulak széles pa-
lettdja vélt elérhet6vé, és jutott el a klinikai vizsgalatok
szakaszaba.

Ezek alapjan jelen dolgozat célja egyrészt az elmult
nyolc-tiz évben végzett intenziv kutatdsok és a Mn(II)-
ion komplexilasira alkalmas ligandumok megkeresésére
tokuszalod tanulmanyok 6sszegzése. A vizsgalatok alapjan
a legjobban teljesité Mn(II)-kelatorok szerkezetét intel-
ligens/okos kontrasztanyagok szerkezetébe is atiiltették,
valamint a megfelel$ vektormolekuldkhoz valé kapcsolas
céljaval bifunkcibs kelatorok (BFC-k) fejlesztése is elin-
dult — ezeknek a vegyiileteknek a bemutatisa a dolgozat
miésodlagos célja. Ugyanakkor nem feledkezhetiink meg
a vektorként alkalmazhaté molekulak 6sszehasonlito6 jel-
lemzésérdl sem, mivel ezek az informdacidk elengedhe-
tetlenek egy diagnosztikai (vagy terdpias) applikiciora
tervezett konjugdtum elGallitasihoz. Végiil roviden be-
mutatjuk eddigi eredményeink legjavat, ami a Mn(II)-
ion komplexalasira alkalmas makrociklusos kelatorok
el6allitdsatol és a Mn(11)-ionnal képz8d4 kelitok fiziko-
kémiai jellemzésétdl (stabilitds, inertség, relaxaciés hatas,
2Mn(II)-ionnal valé jelolhetSség stb.) a biovektor-mo-
lekulakkal valé kapcsoldsukon és a konjugatumok tiszti-
tasan 4t ezek in vivo teszteléséig (egérkisérletek) terjedt.

A Mn(1I)-ion és komplexei diagnosztikas
alkalmazadsi lehetoségei (izotopok sajatossagni,
eloallitasuk és alkalmazdsi lehetoségeik)

PET-kamera

A pozitronemisszios tomografia (PET) egy olyan funkcio-
ndlis képalkoté6 modszer, amelynek alkalmazdsa soran a
kamera gytirGdetektora a felhaszndlt pozitronsugarzo ra-
dioizotép helyzetét mutatja meg, harom dimenziéban.
A modszer a két 511 keV energidji gamma-foton érté-
kelésén alapul, amelyek 180 fokban hagyjik el a pozitron
annihilcidjanak helyét. Segitségiikkel a jel/zaj-arany
nagymértékben javithaté, és a bomlas helye is pontosab-
ban meghatirozhat6, mint példdul a planiris gamma-
kamerak esetében. (S6t a PET-eljards konnyen Ossze-
kapcsolhatdé  pontos anatomiai  képet szolgiltatd
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modszerekkel, példidul CT-vel vagy MRI-vel.) A mdd-
szer azt tekinti jelnek, ahol a gytr(idetektor egymadssal
szemben 1év$ két pontja egyszerre érzékeli a fotonokat.

A vizsgalat soran alkalmazott készitmény Osszetétele a
vizsgalni kivint folyamattol fiigg. A legtobb esetben a fel-
hasznélt radiofarmakonok {6 alegysége a biomolekula,
amely a vizsgalni kivant hely vagy folyamat megtaldldsaért
felelSs, valamint a pozitronsugdrzé radioizotop. A kiilon-
boz6 tunkciokért felelds ,,alegységek” Osszekacsolasa tor-
ténhet kovalens kotéssel, vagy a fémion alapt radioizoté-
pok esetében bifunkcids keldtorok segitségével, de arra is
akad példa, amikor a jelet biztosité "F-atom koordinativ
kotéssel kapcesolddik a fémkomplexhez (pl. Al(III) vagy
Ga(IIl)). Ezeket gondosan kell kivilasztani, hogy a cél-
nak legmegtelel6bbek legyenek. A radioizotopok eseté-
ben példiul figyelembe kell venni a nuklid felezési idejét,
amelynek kell§en hosszanak kell lennie a vizsgilat elvég-
zéséhez, de nem lehet tal hosszi, hogy ne jelentsen tobb-
letterhelést a betegnek és a személyzetnek, illetve ne
okozzon problémat a radioaktiv hulladék kezelése. (Pél-
ddul az FDG-re alapozé vizsgalatndl a BF 110 perces
felezési ideje megfelels, de egy antitestes, tobbnapos ki-
sérlethez ez a felezési id6 mar nem megfelelS.) Tovabba
a pozitron energidja is meghatiroz6, mivel minél kisebb
a pozitron energija, annil jobb felbontist PET-képet
kaphatunk vele. Ezen tdl az egyéb izotépos tulajdonsi-
gokat sem szabad figyelmen kiviil hagyni, példaul a pozit-
ron mellett keletkez6 gamma-fotonokat vagy mas bomla-
sokat, amelyek tobbletddzist jelenthetnek a vizsgalt
alanynak vagy a kezelSszemélyzetnek. Osszességében el-
mondhatd, hogy egy jol Osszeillitott radiofarmakon lehe-
tévé teszi, hogy egy koros folyamatot azelStt kimutas-

sunk, miel6tt az anatémiai  képalkoté eljardsokkal
felismerhet$ lenne (Brandt et al. 2019; Ladabanm—
Minoshima 2008).

Az izotop fizikai tulajdonsigainak osszehasonlitisa kon-
venciondalis PET radioizotopokkal

Az 1. tablazat tartalmazza néhdny, a nukledris medicina-
ban széles korben hasznalt és a nuklearis medicinai kuta-
tasok szdmdra jelent8s pozitronsugirzé radioizotdp tu-
lajdonsdgait. Ezek koziil betegvizsgilatokndl jelenleg a
I8E ¢s a 11C a leggyakrabban hasznalt az orvosi gyakorlat-
ban. Az antitestek jelzésére a hosszabb felezési idejd
*Cu és a ¥Zr a leggyakrabban alkalmazott radioizotd-
pok. Ezekkel 6sszehasonlitva az 5*Mn tulajdonsigait
— ldsd az 1. tdblazatban — lithatd, hogy felezési ideje
megfelelGen hosszt (5,59 nap) az antitesttel valé6 mun-
kahoz (¥Zr: 3,3 nap; **Cu: 12,7 6ra), atlagos, illetve ma-
ximdlis pozitronenergiija pedig a legalacsonyabb, 6ssze-
hasonlitva az 1. tdblizatban szerepld radioizotopokkal.
Ezek alapjin az *¢Mn-izotoppal késziilt PET-képek jobb
felbontdstak lesznek kisallat-, illetve human vizsgilatok-
ndl. Héatrinya a bomldsa sorin keletkez6 hirom nagy

Varadi et al.

1. tablazat | Pozitronsugirzoé radioizotépok tulajdonsigai
Izotop Felezésiid6 B (%) Egma  Epritagos
(keV)  (keV)

C (Conti-Eriksson 2016) 20 perc 99,8 960 386

13N (Conti-Eriksson 2016) 10 perc 99,8 1199 492

150 (Conti—Eriksson 2016) 2 perc 99,9 1732 735

18F (Conti—Eriksson 2016) 110 perc 96,9 634 250

%*Cu (Conti-Eriksson 2016) 12,7 6ra 17,5 653 278

87r (Conti-Eriksson 2016) 3,3 nap 22,7 902 396

>'Mn (Brandt et al. 2019; 46,2 perc 97 2185 970
De Nardo et al. 2019)

2mMn (Brandt et al. 2019; 21,1 perc 97 2633 1174
De Nardo et al. 2019)

2Mn (Brandt et al. 2019; 5,6 nap 29 575 242
De Nardo et al. 2019)

%Ga (Michael et al. 2019) 67,7 perc 89 1899 829

Forris: sajit szerkesztés

energidju gamma-foton (744, 936, 1434 keV), amelyek
az alkalmazas sordn tobbletddzist okoznak (Brandt et al.
2019).

Az 2 Mn-izotop eldallitisa

Az 522Mn elééllitdsa torténhet természetes izotop 6ssze-
tételd "™Cr (osszetétele: 83,8% °2Cr, 9,5% 5Cr, 2,4%
3Cr) vagy dusitott *>Cr céltargybol. Nem dusitott tar-
getanyag haszndlata esetén szdmolni kell a besugdrzds
sordn megjelend **Mn szennyezdGvel, amelynek hosszu a
felezési ideje (312,2 nap). Az 1. dbran lithatd hatiske-
resztmetszet-gorbe alapjan a besugirzashoz elegendd
akdr a 16 MeV energidja protonnyalab is (Brandt et al.
2019; Buchholz et al. 2013). A besugirzashoz haszndl-
hat6 krémbdl késziilt t6lia vagy krdmporbdl késziilt tab-
letta.
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sordn, "Cr(p,x)**Mn és **Cr(p,2n)***Mn magreakciéra

Forrds: Buchholz et al. 2013
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Az 2 Mn-izotdp tisztitdsn

A besugarzast kovetd feldolgozas elsé 1épése, hogy a tar-
getanyagot fel kell oldani savban. Majd kiilonb6z6 mod-
szerek allnak rendelkezésre, hogy az igy késziilt oldatbdl
az elédllitott *2Mn radioizotopot elvilasszuk a target-
anyagtol. A szakirodalom tobbféle modszert is emlit ion-
cseréld gyantiak hasznalatival. Ezeket az ioncserés elva-
lasztasokat kationcseréld gyanta segitségével végzik,
amikor is a Mn(I1) és a Cr(VI) (Kononova et al. 2019)
vagy a Mn(II) és a Cr(I11) (Buchholz et al. 2013) elva-
lasztasa vizes kozegben torténik. Anioncseréld gyantan is
megval6sithatd a Mn(I1) és a Cr(II1) elvilasztisa (Fons-
let et al. 2017; Lewis et al. 2015; Watanabe et al. 2001;
Graves et al. 2015; Topping et al. 2013), eluensként 12M-
os sosavat alkalmazva, amelyet gyakran vizmentes alko-
hollal egyiitt hasznilnak. Ezenkiviil a szakirodalom emlit
még folyadék-folyadék extrakciés médszert is (Malkbede
et al. 1999).

A Mn(1I)-ion komplexalasira alkalmazott
ligandumok szevkezete és o komplexek
SAJALossAgaL

A Mn(II)-ion komplexalasara javasolt ligandumok kore
az elmdlt bs tiz évben végzett intenziv kutatasok ered-
ményeként jelentGsen boviilt. A komplexképzd ligandu-
mokat két csoportra szokas osztani, igy a lehetséges li-
gandumok korének attekintése soran is e csoportositds
mentén haladunk majd, és attekintjik a Mn(II)-ion
komplexalasira leginkabb alkalmas nyilt linct kelatoro-
kat, valamint a makrociklusos komplexképzdket.

Mn(ll)-ion-alapu diagnosztika

Nyilt lancn ligandumok

Mivel a Mn(II)-ion koordindcids szima a komplexeiben
leggyakrabban hat vagy hét (Regueiro-Figueroa et al.
2014), a komplexdldsara leggyakrabban penta-, illetve
hexadentat keldtorokat javasolnak. (Ezzel az MRI szem-
pontjabdl elengedhetetlen, a fémionhoz koordindlodé
vizmolekulaval is szamolni lehet.) A keldtorok e csoport-
jaba tartoznak az EDTA komplexképzs és szarmazékai
(2. abra). A flexibilis etiléndiamin ,egységnek” — azaz a
ligandum alapvazanak /gerincének — a merevitésével ké-
s6bb ugyanakkor lényegesen jobb kinetikai paraméterek-
kel rendelkez8 komplexeket sikeriilt elSéallitani (pl.
transz-CDTA, PhDTA stb.) (Kalmdn—"Tircsé 2012; Pota
et al. 2018). A transz-CDTA kelatorra jellemz6 merev
gerinc megjelenik az egyik klinikai kiprébalas elsé fazisan
taljutott Mn(II)-alapt kontrasztanyagjelolt, a PyC3A
szerkezetében is (Gale et al. 2018). Ezen tdl enncek a li-
gandumnak a szerkezetét bifunkciés keldtorok, valamint
intelligens/okos szerv- vagy szovetspecifikus kontraszt-
anyagjeloltek szerkezetébe is ,,attltették” (Chirayil et al.
2021; Chen et al. 2023; Vanasschen et al. 2017).

A nyilt lanca kelatorok egy masik, jelents szamban
cléallitott és vizsgalt vegyiiletcsalidja, a N-dipikolinat-
szarmazék komplexképzdk is emlitést érdemelnek. Ezek
a ligandumok rendszerint pentagonalis bipiramisos ko-
ordindciés geometridt alakitanak ki a Mn(II)-ionnal,
amely komplexekben a fémionhoz még két vizmolekula
is koordinidlédik. Amennyiben a két pikolinatcsoport
mellett tovabbi, koordinalédasra alkalmas donorcsopor-
tok (acett, alfa-metil-acetat, acetamid, pikolil- stb.) kap-
csolodnak a két pikolinatcsoportot tartalmazoé nitrogén-
atomhoz, tgy a kelatok elveszitenek egy koordinal6dé
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R!=-OH, R? = H: Cis-DO2A = 1,4-DO2A
R! = -N(CH,),, R? = -H: 1,4-DO2AM
R! = -NH-benzil, R = -H: 1,4-DO2AM-Bz
R! = -N(CH,),, R? = -benzil: 1,4-BzDO2AM
R! = -OH, R? = (4-aminopiperazin-1-karbonil)-(CH,),- 2CHyd
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2. abra A tanulmanyban emlitett ligandumok szerkezete

Forris: sajat szerkesztés

RY, R® = H, R? = -CH,CO,H: PC1A
R%, R® = H, R? = -PO;H, : PC1P
RY, R? = -CH,CO,H, R® = -H: 3,6-PC2A

R =-CH,CO,H, R? = -H,,
R® = OH, R* = -CH;;
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RL, R3 = -CH,CO,H, R? = ([1,1"-bifenil]-4-ilmetil)-: PC2A-BP R? = -H,, R® = OCH;,
RY, R® = -CH,CO,H, R? = -(CH,),N(2-pikolil) ,: PC2A-DPA R* = -CH,CO,H;
R%, R® = -CH,CO,H, =N-R? = -O-: OPC2A biszpidin
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vizmolekuldt, ami kisebb relaxdciés hatist, de stabilabb
Mn(II)-komplexeket eredményezett (Forgdcs et al. 2015;
Regueiro-Figueroa et al. 2014b; Mallik et al. 2023). En-
nek a vegyiiletcsalddnak a szerkezetét az utébbi idében
sikeresen épitették be micelldris, angiografias képalkotds-
ra alkalmas, illetve pH-érzékeny kontrasztanyagok szer-
kezetébe (Forgics et al. 2017a; Uzal-Varela et al. 2020).

A (makro)ciklusos ligandumok

A (makro)ciklusos ligandumok tekintetében a Mn(II)
komplexalasira  igéretes  vegyiiletek a  12-tagd
1,4,7,10-tetraazaciklododekan (ciklén), a merevebb pik-
lén  (3,6,9,15-tetraazabiciklo[9.3.1 Jpentadeka-1(15),
11,13-trién) kétszeresen helyettesitett (acetat, illetve
acetamid oldallancokat tartalmazé szarmazékok) (Rolla
et al. 2013; Garda et al. 2016; Csupdsz et al. 2022;
Kilman et al. 2021; Garda et al. 2021), a 15-Py-aneNs
(15-Py-aneN; = 3,6,9,12,18-pentaazabiciklo[12.3.1]
octadeka-1(18),14,16-trién), valamint a 15-Py-aneN;O,
(15-Py-aneN;0, = 3,12,18-triaza-6,9-dioxabiciklo
[12.3.1]octadeka-1(18),14,16-trién) makrociklusok ol-
dallancok nélkiili szarmazékai koziil keriiltek ki (Drahos
et al. 2010). Az itt felsorolt vegyiiletek koziil az 1,4- he-
lyettesitett DO2A esetében (2. dbra) voltak olyanok a
legf6bb fizikokémiai paraméterek (stabilitas, inertség és
relaxicios hatds), hogy elkezd6dott az intelligens /okos,
illetve szovetspecifikus kontrasztanyagjeloltek (angio-
grafids agensek, illetve legijabban a mdj fibrogenezisé-
nek detektaldsdra alkalmas diagnosztikumok) fejlesztése
(Ning et al. 2022; Forgdcs et al. 2016; Leone et al. 2022;
Rolln et al. 2018; Forgics et al. 2017b). A fizikokémiai
paraméterek alapjan a csoportunk altal fejlesztett 3,9-
PC2A szirmazékok zdszl6vivének tekinthetSk (2. dbra),
amely ligandum-platformot az ut6bbi idében intelli-
gens/okos, illetve szovetspecifikus kontrasztanyagjelol-
tek szerkezetébe is atiltettiik. Ilyen kelatok segitségével
lehetGség nyilt a szervezet érrendszerének MRI-vel tor-
ténd feltérképezésére (3,9-PC2A-BP) (Kdlmain et al.
2020) angiogrifiis képalkotds sorin, amely komplex és a
vérben nagy koncentriciéban jelen 1évé human szérum
albumin (HSA) fehérjével valé kolesonhatdsan alapul.
Ezen tdl sikeriilt elGallitanunk pH- (3,9-PC2A-EA), il-
letve a Zn(1I)-ion koncentraciéjara érzékeny (3,9-PC2A-
DPA) Mn(II)-komplexeket (Botdar et al. 2020; Botdr et
al. 2022), tovabba Z. R. Lu és munkatarsai majszovet-
specifikus dgenseket allitottak el6, bar a szerzék ebben
az esetben a 3,6-PC2A kelatorra alapoztik eléallitott
szovetspecifikus anyaguk ligandumat (3,6-PC2A-EOB)
(Hall et al. 2022) (14sd kés6bb).

A merev ciklusos biszpindinalapt kelatorokat tobb di-
agnosztikai értékkel bir6 fémion komplexdlasara javasol-
tdk az elmult évtizedekben. Az ezzel a ligandumcsalad-
dal képz6dé Mn(1I)-komplexek vizsgilata azonban csak
az elmult két évben indult el (2. 4bra), ezért nem meg-
lepd, hogy a kutatas a jelenlegi allas szerint a Mn(II)-
komplexek szerkezete és fizikokémiai paraméterei (stabi-
litas és szelektivitas, inertség, relaxdcios hatds stb.) ko-

Varadi et al.

zOtti Osszefiiggések feltardsara fokuszal (Sy et al. 2022;
Ndiaye et al. 2022; Ndiaye et al. 2020). Azonban mdr
most is lathatd, hogy a ligandumcsalad jelentSs hatdssal
lesz a Mn(II)-alaptt dgensek jovGjére, mivel az eddig
vizsgilt szarmazékok kozott rendkivil inert Mn(II)-
komplexeket is talalunk, amihez idénként nem virt sze-
lektivitas is tarsul az ugyancsak esszencidlis Zn(II)-ionnal
szemben.

Kétfunkcios és intelligens Mn (11)-komplexek

A fiziologids paraméterek viltozdsira reagald, ,intelli-
gens” fémkomplexek 0j dimenziot nyitnak az MRI-kép-
alkotdsban. A ligandum ,,érzékenyitésével” olyan tulaj-
donsagok feltérképezésére nyilik lehetSség egy adott
szoveten beliil, mint példdul a pH, a redoxipotencidl,
kiilonb6z8 endogén fémionok (Ca(1l), Zn(1I), Cu(II))
koncentracidja stb. Az egyik példa pH-érzékeny Mn(1I)-
komplexre a kutatécsoportunkban kifejlesztett [Mn(3,9-
PC2A-EA)] (Botar et al. 2020), amely etilamin-oldallanc
protonalddisa kovetkeztében valtozik a komplex relaxi-
vitdsa 3,50 és 2,10 mMs™ kozott a 5,8-7,8 pH-tarto-
manyban. pH-érzékeny dgensként triaza-ciklononin
szarmazékokat — [Mn(NO,ASAm)] (Uzal-Varela et al.
2020), [Mn(MPA)] (Shen et al. 2023) — is kiprébaltak az
irodalomban. Az etilamin molekularész két pikolilcso-
portot tartalmazoé szdrmazéka (Botdr et al. 2022) pedig
a Zn(Il)-ionok szelektiv érzékelésére tette képessé a
komplexet egy teljesen mas mechanizmus szerint, mivel
ennck a keldtnak az esetében a fémionhoz koordinalodé
vizmolekuldk szama nem véltozott. Igy a relaxdciés ha-
tast a roticios korrelacios id6 novekedése okozta, ami a
Mn(L)Zn heterodinuklearis komplex és a HSA kozotti
kolcsonhatdsnak koszonhetd. A redoxipotencial valtoza-
sanak érzékelésére kiaknazhaté a Mn(II)/Mn(III) re-
doxipar. Ilyen indittatissal P. Cravan és munkatdrsai
(Gale et al. 2014) az EDTA ligandum hidroxibenzil-
szarmazékait hasznaltik a Mn(II) oxidacids potencidlja-
nak finomhangolisihoz.

A szovetspecifikus vagy megfelel$ vektormolekulakkal
targetdlt kontrasztanyagok el$allitasat az indukalta, hogy
ezek bizonyos szovetekben, illetve szervekben képesek
dtsulni, ami lehetséget ad a vizsgalat sordn sziikséges
dozis csokkentésére, illetve lathatova tehet bizonyos sejt-
vagy szovetszintd specifikus folyamatokat. Az irodalom-
ban a legtobb szévetspecifikus dgens példaja a majspeci-
fikus kontrasztanyagokkal kapcsolatos. A tanulminyok
tobbségében ilyen dgens esetén a nyilt lanca EDTA, rit-
kabban transz-CDTA ligandum-platformokra alapoznak
(2. abra). Az eddig publikilt egyetlen makrociklusos ke-
lat a [Mn(3,6-PC2A-EOB)|-komplex (Hall et al. 2022),
amely a majsejtekben taldlhatd szerves aniontraszporter
tehérjékre szelektiv 4-etoxibenzil funkcids csoportot tar-
talmazza.

A kardiovaszkularis képalkotdsra hasznalt tgynevezett
blood pool dgensek elsésorban a vérben talalhaté HSA
fehérjéhez kotédve képesek megjeleniteni az érrend-
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szert, mivel ezek kitiriilése a kelat és a HSA kozotti kol-
csonhatas eredményeként lassubb, az igy 1étrejové mak-
romolekuldris addukt pedig nagy relaxivitassal bir. Ilyen
megkozelitéssel tobbnyire apolaris molekularésszel funk-
cionalizalt komplexképzdSket haszndlnak: példaul a bife-
nilcsoportot tartalmazé  3,9-PC2A-BP  ligandumot
(Kdlmin et al. 2020), de szamos példat taldlunk
1,4-DO2A-bisz(amid) szarmazékaira is — ([Mn(2CHyd) ],
[Mn(1,4-DO2AM) **, [Mn(DO2AMGly)], [Mn(DD-
DO2A)], [Mn(DH-DO2A)], [Mn(1,4-BzDO2AM) >,
[Mn(1,4-DO2AMBz) |** (Ning et al. 2022; Forgdcs et al.
2016; Leone et al. 2022; Rolla et al. 2018; Forgics et al.
2017b) —, amelyek HSA-hoz kotott formai gyakran tiz-
szer nagyobb relaxivitdssal rendelkeznek az anyavegyiile-
tekhez képest, az adduktum megnovekedett roticids
korrelacios idejének koszonhetSen.

A 3,9-PC2A Mn(II)-koté motivumot pH-érzékeny
kontrasztanyagjelolt  szerkezetébe is  beépitettiik
([Mn(3,9-PC2A-EA)]) (Botar et al. 2020). A [Mn(3,9-
PC2A-EA)]-komplex nagy pH-n heptakoordindlt, igy
nem tartalmaz a fémionhoz koordindl6dé vizmolekulat.
(Ezért a relaxaciosebességet noveld hatasa is csekély.)
A pH csokkentése az EA oldallinc aminocsoportjanak
protondlodasat idézi el a komplexben, amelynek helyét
egy vizmolekula veszi it a fémion bels6é koordindcids
szférdjaban, ami a relaxivitds novekedését eredményezi.
Hasonl6 elven mtikédnek a szulfonamid oldallancokat
tartalmazé Mn(11)-komplexek, amelyeket C. Platas-Igle-
sias és munkatdrsai javasoltak, bar ezeknek a komplexek-
nek az esetében a keldtok inertségérél nem gydjtottek
informaciét. Azonban az NO2A-szarmazékokkal vég-
zett korabbi vizsgalatok alapjan feltételezhets, hogy labi-
lis komplexekrdl van sz6 (Uzal-Varela et al. 2020). Az
NO2A anyaligandum két acetitcsoportjit pikolilcsopor-
tokra cserélve G. Liang és munkatdrsai javitani tudtak a
Mn(II)-komplexek inertségén (Shen et al. 2023). Ezek-
nek a vegyiileteknek az esetében a legnagyobb problé-
mat a pH-véltozas hatdsira bekovetkezd relaxivitaski-
l6nbségek mértéke okozza, ami tovabbi finombedllitast
igényel.

Az esszencidlis fémionok (pl. Zn(I1I)) mérésére alkal-
mas Mn(II)-alapt komplexek irodalma is béviilt az el-
mult két év sordn. Taldn nem meglepd, hogy az els6ként
eléallitott ilyen vegyiilet a PyC3A (2. dbra) ligandumra
alapozott (Chirayil et al. 2021). A vizsgalatok azonban
ravilagitottak, hogy az ezen platformmal képz6dé
Mn(II)-keldt nem rendelkezik megfelels inertséggel, igy
kézentekvének tlint ezt a funkciét a pH-érzékenyités so-
ran mdr bevalt 3,9-PC2A platformra atiltetni (Botdr et
al. 2022). Az eléillitott 3,9-PC2A-DPA komplexképzs
in vitro (fizikokémiai vizsgalatokban) és in vivo (egérki-
sérletekben) is kivaloéan teljesitett, amit a prosztataszo-
vetben glitk6zindukalt Zn(II) leadasinak kovetésével
igazoltunk. Ennck a csoportnak a harmadik képviselGje
egy olyan heptakoordinalt Mn(II)-komplex, amelyet
13,2 nm méretd porédzus szilicium-dioxid nanoszfériba
dgyaztak (Mallik et al. 2023). Azt, hogy a nanoszféra

Mn(ll)-ion-alapu diagnosztika

reagiljon a Zn(II)-ionok koncentracidjanak valtozasdra,
ugy ¢érték el, hogy a feliletére Zn(II)-ionokkal stabil
komplexet képzd kelatormotivumot kapcsoltak, amely
Zn(1II)-ionok jelenlétében képes a BSA-hoz kotédni, ez
pedig a relaxivitds tovabbi novekedését idézi eld.

A bimodalis kontrasztanyagok lehetévé teszik, hogy
egyszerre tobb képalkotd késziilékkel készitsiink felvéte-
leket, ezaltal az adatok egymasra vetitésével 6tvozhetjiik
az egyes diagnosztikai modszerek elényeit. Az MRI-vel
leggyakrabban kapcsolt technikak a PET, SPECT és az
optikai képalkotds. A Mn(II)-alapt 4gensek esetében el-
s6sorban a PET-MRI hibrid képalkotasban alkalmazha-
t6 bimodalis komplexek talalhaték meg az irodalomban,
ugyanis a pozitronemittilé *>Mn-izotép kézenfekvd je-
161t ilyen iranya alkalmazasokra. A kombinalt alkalmazas
elénye az egyéb PET-dgensek (1¥F, 1'C, %¥Ga stb.) hasz-
ndlatdval szemben, hogy clég egyetlen fajta, specidlisan a
Mn(II)-ion gyors komplexdlasara tervezett ligandumot
alkalmazni — hiszen azonos biodisztribaciét kapunk
a PET- és MRI-felvételeknél, mivel kémiailag ekvivalens
a hideg és meleg izotép komplexe. Ilyen alkalmazasok-
ban azonban égetd sziikség van tgynevezett bifunkcids
kelatorokra (BFC-kre), amelyek a fémion megkotéséért
felel6s donorcsoportokon tal bioldgiai vektormoleku-
lakhoz kapcsolhat6é funkcids csoportokat is tartalmaz-
nak. E vegyiiletek kore az esetek tobbségében EDTA-
ligandumokra korlatozodik, bar ezek Mn(II)-komplexei
a [Mn(EDTA)]-komplexnél feltehetSen valamivel jobb
fizikokémiai paraméterekkel rendelkeznek (Troughton et
al. 2004; Zhw et al. 2014; Loving et al. 2013; Wu et al.
2015).

A kinetikai vizsgilatok raviligitottak, hogy a nyilt lin-
ct ligandumok kozil a transz-CDTA Mn(1I)-kelatjai
kell6en inertek bifunkciés alkalmazasokhoz. Ezt kihasz-
ndlva Vanasschen és munkatarsai klikkreakciéval vektor-
molekuldhoz kapcsolhaté CDTA-szdrmazékot allitottak
el6. A ligandum vizsgdlatai alapjan a BEC kelator komp-
lexkémiai tulajdonsagai kicsivel jobbnak bizonyultak a
CDTA anyavegytilethez képest, és a dualis képalkotasra
is alkalmasnak taldltik (Vanasschen et al. 2017). Valami-
vel kés6bb, hasonlé megfontolasokat kovetve P. Caravan
és munkatirsai a PyC3A ligandumot is dtalakitottak
BFC-va (Gale et al. 2015). Optikai képalkotasra is alkal-
mas Mn(II)-komplexeket szintén elGallitottak az EDTA-
bisz(amid) szarmazékdnak fluoroférokkal val6é funkcio-
nalizdlasaval  (Sathiyajith et al. 2022); ezeknek a
komplexeknek a relaxivitisa MR-képalkotdsra is alkal-
massa teszi Oket.

Ugyanakkor a (makro)ciklusos BFC-k fejlesztése
2020-ig varatott magéra, amikor is Téth E. és munkatar-
sai a biszpidinvizra alapozé keldtorokat dllitottak el6
(Ndiaye et al. 2020). Ennek a hidnynak a potlasara jott
létre a KDP-palyazat is, amelynek megvalositisa sordn
egy sor BFC-ligandum el&éllitasa és ezek vektormoleku-
lakhoz kapcsoldsa volt a palyazat egyik alappillére.
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Vektormolekulak mint a célzott diagnosztikas
(terdpids és teranosztikai) szerek eszkiozer

A biologiai vektormolekuldk koziil a monoklonalis anti-
testek jutottak el a terdpids alkalmazdisig. Ezek piaca az
elérejelzések szerint 2032-re elérheti a 260 milliard
USD-t (Dey 2023). Csak 2022-ben tizenhirom antitest-
alapa készitmény kapta meg az engedélyt az EU-ban,
illetve az USA-ban, és ez a szdm az elmult 6t évben egy
év kivételével minden esetben meghaladta a tizet (Rei-
chert 2022). Ez a sikertorténet 6szténzd hatdssal van az
antitestalapt diagnosztikumok és terdpids szerek kovet-
kez6 generacidinak fejlesztésére. Az egyik, robbanis-
szerd novekedést mutatd terilet az intakt antitestek al-
ternativdinak megkeresése, amit a méretiik és a hosszt
szérumtartézkodasi idejiik okozta problémak inspiral-
nak. Antitestfragmentumok kémiai/enzimatikus (papain
vagy pepszin enzimekkel) emésztéssel vagy géntechnolo-
giaval dllithatok el6 (King 1998; Saerens—Muyldermans
2012). Az antitestek enzimatikus emésztése Fab” és
(Fab’)2 fragmentumok elGallitasara szolgil, amelyek egy,
illetve két antigénkotd régioval rendelkeznek (az Fc ré-
gi6 ugyanakkor hidnyzik). A Fab” fragmentumok gyor-
sabb vesekivilasztast és jobb tumorpenetriciét mutat-
hatnak, biokémiai médszerekkel azonban nem éllithatbak
el6 az antitestek valamennyi alosztalyabol. (Eléallitasuk
rdadasul nagy mennyiség( kiindulasi antitestet igényel.)
A biotechnolégia gyors fejlédése lehetévé tette az anti-
testek valtozo régidinak viszonylag egyszerd elGallitdsat
és izoldlasat (példaul egylanca, valtozo régidju fragmen-
tumok (scFv-k), valamint szimos mesterséges diatest,
minitest és egy doménnel rendelkezd antitestvaltoza-
tok). E fragmensek mindegyike egyedi kotédési és funk-
cionalis jellemz&kkel rendelkezik.

Az egyik leggyakrabban el6fordulé forma az scFv
(Weisser—Hall 2009). Az scFv-k két doménnel (VH és

VL) rendelkeznek, amelyek egy rovid és flexibilis peptid-

%gfaw ']
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lanccal kapcsolédnak Ossze. Ezek a fragmentumok kicsik
(26 kDa), és amennyiben a linker legalabb tizenkét
maradék hosszt, akkor monomerek és monovalensek.
A V-domének kozotti peptidlinker leroviditése (<tizen-
egy maradék) onszervezddést kényszerit ki az scFv-bdl,
kétéreékd diabodyt (55 kDa) hozva létre (McCabe et al.
2012). A linker tovabbi leroviditése (<hidrom maradék)
pedig haromértékd tribody (80 kDa) és tetravalens tetra-
body (110 kDa) 6sszerendezddést eredményez. A két
valtozé doménbdl a diszulfidkotés géntechnoldgiai mo-
dositdsival diszulfidstabilizalt Fv-fragmentum hozhaté
létre peptidlinker nélkil (dsFv) és peptidlinkerrel (scds-
Fv). Ezek megoldhatjik az scFv-kkel kapcsolatos stabili-
tasi és aggregicios problémdik egy részét. A minitestek
olyan scFv—CH3 faziés fehérjék, amelyekben két scFv-t
a nehézlanc egyik osszetevije kot Ossze; ezek kétértékd
dimerekké (75 kDa) kapcsolédnak ossze. A kétértékd,
egylanct valtozo fragmentumok (bi-scFv-k, 55 kDa) két
scFv Osszekapesolasival késziilnek, és két kiilonbozs do-
ménnel rendelkeznek, ami lehet&vé teszi szamukra, hogy
két kiillonbozd epitophoz kotédjenek.

A legkisebb fragmensek, amelyek még képesek egy an-
tigén szelektiv megkotésére — ahogyan azt egy antitest
teszi —, egyetlen doménbdl dllnak, és vagy a VH, vagy a
VL régiébdl szirmaznak, vagy tevefélékbdl torténhet az
izolalasuk. Ezek az egy doménbdl all6 antitestek (sdAbs,
12-15 kDa) vagy nanotestek szamos el6nnyel rendelkez-
nek az scFv-kkel szemben (nagy stabilitds, konnyd el6al-
litas és a kis méret stb.), igy alkalmasak olyan applikd-
ci6khoz, mint a radionuklid-alapti képalkotds, amely
a fokozott szoveti penetracio és a gyors kitirtilés kombi-
ndiciojat igényli.

Az affitestek az el6z8ekben targyalt fragmenseknél is
kisebb méretti (6—7 kDa) mesterséges affinitdstehérjék,
amelyek a staphylococcus A fehérje immunglobulin-koté
régidjanak B-doménjébdl szirmaznak faigmegjelenitéssel
(Lofblom et al. 2010). Az affitestek idedlisak az Immuno-

X,
W XK @

O

F(ab'), minibody diabody Fab'/Fab scFv nanobody affibody

Mw (kDa) 150 110 75 55 55, 50 26 12 6

Example trastuzumab  panitumumab F(ab'), T84.66 Cys-diabody  ALT-836-Fab 4D5-C10 VyH7 Z1ER22891

Ref. [77] [56] 9] [96] [78] [40] 93]

Avidity bivalent bivalent bivalent bivalent monovalent  monovalent monovalent n/a

Clearance route liver liver/kidney liver kidney kidney kidney kidney kidney
Tumour
uptake
Clearance
rate
Tumour
penetration

3. abra Az antitestek kiilonbozd fragmensei

Forrds: Fu et al. 2018
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PET-vizsgalatokhoz kis méretiik, nagymértékd pH- és
hémérséklet-stabilitasuk, valamint a konjugicidhoz
sziikséges C-terminalis végen taldlhaté cisztein aminosav
jelenléte miatt (Frejd—Kim 2017). Gyors kitirtiléstik és a
»Célpont” irdnti csokkent aviditisuk azonban tovabbi ki-
hivisokat jelent. Munkank sordn a biol6giai vektormole-
kuldk koziil a két véglethez tartozé antitestek (trastuzu-
mab) és affitestek jelolését végeztiik el (lasd késGbb).

Vizsgalati anyag és modszer

2 Mn (11)-alapn affitest/antitest-konjugitumok
eloallitiasn

2Mn radioizotop elodllitasn

Az %*Mn eléillitdsa ciklotron segitségével tortént, termé-
szetes Cr—Mg por 14 MeV-os protonokkal torténé bom-
bazdsa révén (°2Cr(p,n)*Mn). A besugdrzds utdn a cél-
tirgy magnéziumtartalmit 10%-os (m/m) HNO;
felhasznaldsaval oldottuk ki, majd a szilard krémot sztir-
tik, és két részletben mostuk 3 ml ultratiszta vizzel. Az
igy kapott krémport 95 °C-on 2 ml cc. HCl-ban felol-
dottuk, majd szobah&mérsékletre hiilés utan abs. EtOH
segitségével higitottuk tgy, hogy a végsé Osszetétel 3%
(V/V) HCllegyen abs. EtOH-ban. Ezt egy kondicionalt
AG 1-X8 anioncserélé oszlopon engedtiik at, ahol az
2Mn(II) megkot6dott az oszlopon. Ezt kovetGen az
oszlopot 10 mL 3% (V/V) HCI abs. EtOH segitségével
mostuk, majd az ?Mn(II)-t 0,5 mL 0,1 M up. HCI fel-
hasznalasival elualtuk, és szarazra paroltuk. A tisztitasi
eljarast ezutin kétszer megismételtiikk. A potencialisan
jelen 1évé fémion szennyezdk (vas, cink, réz) eltavolitasa-
ra DGA-tisztitast végeztiink. Ehhez a harmadik elvalasz-
tds utdn a mintat szarazra paroltuk, majd 3 M-os HCI-
ban feloldottuk, amit koveten egy DGA-gyantin
nyomtuk at. Az **Mn(II)-t tartalmazé frakcidkat szdraz-
ra paroltuk, és 0,1 M up. HCI-ba oldottuk vissza.

BPPA-trastuzumab eloillitisa

A trastuzumabot (Ontruzant®, Samsung Bioepis) 30
kDa centrifugaszirén tisztitottuk. Az antitest konjugdla-
sa BPPA-Bn-pMMA-val tortént pH 8,0-8,2, 0,1 M
NaHCOj;-ban, husszoros, illetve 6tszoros kelator feles-
leg alkalmazasaval. A konjugalds hatékonysagat és a kon-
jugalt BPPA /trastuzumab arinyt UPLC-RA-MS rend-
szerrel vizsgaltuk. Az elGdllitott BPPA-trastuzumabot
ultraszdréssel tisztitottuk, majd vizben 21 mg/ml-re
koncentraltuk.

Az ¥Mn-3,9-PC2ABw'“°°H ¢5 nz > Mn-BPPA jelilése

Az optimalizilas soran vizsgaltuk a pH, a hémérséklet és
a ligandumkoncentricié hatdsit a 3,9-PC2ABnPCOOH ¢és
BPPA keldtorok >>Mn(I1)-vel torténd jelolésének radio-
kémiai hozamara nézve. A radiokémiai tisztasigra (RCP)
gyakorolt hatast kiilonbo6zd ligandumkoncentraciok je-
lenlétében és a 3-7 pH-tartomdnyban kovettiik. A reak-

Mn(ll)-ion-alapu diagnosztika

cidkat 25 °C-on és 95 °C-on inkubdltuk ot percig, majd
a jelolések el6rehaladdsat vékonyréteg-kromatogrifias
szkennerrel kovettiik. A reakcidelegybdl 3 pl-t szilikagél-
lel impregnalt tiveg makroszilas kromatografids papirra
(iTLC-SG) cseppentettiink, és a 3,9-PC2ABnP ! ese-
tén 0,5 M ndtrium-citrit eluensben (pH 5.,5), mig a
BPPA esetén 3% NH; oldatban fejlesztettiink ki.

[2>Mn |[Mn-BPPA-trastuzumab eléillitisa

10-15 pl 21 mg/ml BPPA-trastuzumab oldatot adtunk
0,1 M pH 7 HEPES oldataval pufferelt >*Mn(II)-hoz.
A reakcidelegyet szobahSmérsékleten inkubaltuk tizenot
percig. Az RCP-t radioTLC-kromatografidval hatiroz-
tuk meg. A reakcidelegyet injektilhaté adagokra porci-
oztuk, és higitottuk izotdnids séoldattal.

[[PMn]Mn(3,9-PC2ABn**4) (H,0) [-Cys-HER2-
affibody eldallitisa

A biodisztribuciés vizsgilatokhoz HEPES (4,35 pmol,
pH = 7,02) puffer mellett 3,9-PC2ABnpMA-Cys-
HER2-aftibody (3,8-7,6 nmol) oldatot adtunk a [**Mn]
MnCl,-ot tartalmazé elegyhez. A jelzési kisérleteket szo-
bah&mérsékleten tizenot percig végeztiik. A reakcidele-
gyet izotonias sdoldattal higitottuk a sziikséges térfogat-
ra, és tovabbi tisztitas nélkil hasznaltuk fel.

Sejtvonal és allatmodellek

Az éllatkisérletet a Debreceni Egyetem Allatkisérleti Eti-
kai Bizottsiga engedélyezte (engedélyszam: 16,2020/
DEMARB). A laboratériumi allatok tartdsa és kezelése a
magyar torvények vonatkozo szakaszainak, valamint az
Eurépai Unié dllatjoléti iranyelveinek és rendeleteinek
megfelelGen tortént.

Az allatokat 4T1 (tripla negativ egér-emlérak) és
MDA-MB (HER2+, HER2- talreprezentilt emberi em-
16rak) sejtvonalak segitségével oltottuk. Valamennyi sejt-
vonalat a Debreceni Egyetem bocsitotta rendelkezé-
stinkre. A vizsgalatban 14-16 hetes CB17 SCID egereket
hasznaltunk. Az egerek steril, IVC ketrecben voltak tart-
va, a steril tdplalékot és vizet ad libitum kaptak. A tumor
beiiltetése szubkutin a vall teriiletére és intramammali-
san, a lagyéktaji mellzsirparnara tortént. Kilenc—huszon-
két nappal a tumorsejtek beoltdsa utin, amikor a xeno-
graft elérte a 6-7 mm-es maximalis atmérét, az egerekbe
2,7£0,7 MBq radiotracert injektidltunk intravénasan, a
farokvénan keresztiil.

PET-MRI leképzés

A leképzés alatt az egereket a testh6mérséklet fenntarta-
sa és a mozgis megakadilyozasa érdekében szkennel6-
agyra helyeztiik. Kozvetlentil az injektilds utan 90 perces
dinamikus egésztest-PET/MRI (nanoScan PET/MRI
1T, Mediso LTD., Magyarorszag) leképzést, majd 20
perces statikus egésztest-PET /MRI-vizsgalatokat (98,5
mm-es litomezd (FOV); 400-600 keV energiaablak) vé-
geztiink 4 6ra, 24 6ra, 72 o6ra, 120 6ra, 156 6ra és 240
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ora elteltével. A standardizélt felvételi értéket (SUV) a
kovetkezd képlet segitségével szamitottuk ki: SUV =
[ROI-aktivitdas (MBq/ml)]/[beadott aktivitis (MBq)/
allat stlya (g)].

Vizsgalati eredmények

2 Mn (I1)-alapi affitest/antitest-konjugatumok
Jellemzése

2Mn-DOTA-TRCI105 konjugitummal kapcsolatos ered-
mények

Legjobb tudomasunk szerint a kordbbiakban csak egy
tanulmdnyban szdmoltak be *Mn(II)-ionnal jelolt
monoklondlis antitest alkalmazdsardl in vivo kisérletben
(Graves et al. 2015). A DOTA Mn(1I)-ionnal alkotott
bifunkciondlis keldtjinak alkalmassigit *2Mn-DOTA-
TRC105-tel in vivo kisérletekkel vizsgaltik 4T1 xeno-
grafot hordoz6 egerekben, és gyengén koordinalt
2Mn(IT)-ion (**MnCl, és **Mn(IT)-acetit formajiban)
biodisztribacidjaval hasonlitottik ossze. A vizsgalathoz a
TRC105 anti-CD105 mAb-t DOTA-NCS-sel konjugal-
tak, majd 4,5-7,5 kozotti pH-n és szobahSmérséklettd]
55 °C-ig terjed6 hémérsékleten elvégezték a jeloléseket.
Az in vivo adatok szerint a **Mn-DOTA-TRC105 és a
»szabad **Mn” PET-képein egyértelmi kiilonbségek
mutatkoztak az ecloszlisi mintizatban. (Megjegyzés:
nincs azonosithaté mindségi kiilonbség a *>MnCl, és a
2 Mn(II)-acetdt injektalt alanyok kozott, ami arra utal,
hogy az injektalds utini ionos disszociacié gyors.) A leg-
jelent&sebb kiilonbségek kozott volt a pajzsmirigy felvé-
telének hidnya a ?Mn-DOTA-TRC105 képeken, vala-
mint a daganat felvételének hidnya a 3?MnCl, képeken.
Ezekbdl azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a **Mn-
DOTA-kelat stabil, még 120 6raval az injekcié utan is.
A célzott injektalasok esetében fokozott jel lithatd a
csontokban, a szabad ion esetében azonban nem. Az im-
munolPET-ben a csontfelvétel dltaliban a fém—kelat pér
instabilitdsaval tarsul. Ezt azzal indokoltdk, hogy a lassan
disszocialédé mangan olyan farmakokinetikai profilt
mutat, amely kiillonbozik a szabad mangintél. Egy le-
hetséges magyarazatnak vélték, hogy kozvetlen koleson-
hatds lehet a csont és a DOTA-hoz kotott mangin
kozott, nem pedig a kelat instabilitdsira vonatkozé hid-
rolizismechanizmus az oka az eltérésnek.

A radiotracer maximalis tumorfelvétele 19%ID /g az
injektalas utani 24. 6raban. A vérbdl valé kitiriilés lasst,
id6vel a csontok és a 1ép felvétele pedig viszonylag magas
(>10%ID /g az injektalast kovets 120. éraban), ami to-
vabbi vizsgilatot igényel.

A [P*Mn]Mn-3,9-PC2ABw"-affibodyval kapcsolatos
evedmények

3,9-PC2ABnPC? ligandum esetén (Viradi et al. 2023)
a pH, a h6mérséklet, a reakcitidd és a ligandumkoncent-
raci6 hatasat vizsgéltuk a [*2Mn [Mn(1II)-vel torténd jelo-
lés hatdsossagara. A pH novelésével az RCP is nétt; pH

Varadi et al.

6 felett 1 uM ligandumkoncentricié mellett is RCP >
95% jelolés volt elérhetd, mig pH 5-6 esetén ugyanez az
eredmény csak egy nagysagrenddel nagyobb koncentri-
ciénal volt produkalhaté. A reakcididS hatdsat a jelzési
gorbe inflexiés pontjan végeztiik, ahol azt tapasztaltuk,
hogy a hosszabb reakci6idé nem eredményezett foko-
zott hozamot, kovetkezésképpen a jelolés szobahdmér-
sékleten is pillanatszerien megy végbe.

A [Mn |Mn-3,9-PC2ABnPMA-affibody dinamikus kis-
allat PET-MRI-vizsgalatai sordn a vesekéregben figye-
lemre mélt6é radiotracer-felhalmozddis volt megfigyel-
het6 (SUV-itlag: 22,19 négy 6ra alatt), amely az id6
mulasaval lassan csokkent (SUV-atlag: 16,23 és 10,75
24, illetve 72 6ran beliil). Ez a jelenség a vizelettel torté-
né kivalasztassal és a vese-visszatartissal magyarazhato,
ami az affibodyk hidrofilitisinak koszonhetd, és az iro-
dalomban is gyakran tapasztalt ,mintazat” (Oroujeni et
al. 2018; Burley et al. 2019; Han et al. 2022). HER2+
tumort hordozé egerekben az emlétumor radiotracer-
felvétele magasabb volt, mint a tobbi szerv és szovet ese-
tén, kivéve a majat és a vesét. A heterotopikusan transz-
plantilt HER2+ eml6tumorban sokkal alacsonyabb
tumorfelvétel volt megfigyelhetd, ami azzal a feltétele-
zéssel magyarizhatd, hogy a tumor kornyezete nagyban
befolyasolja a tulajdonsagait.

A [PMn]Mn-BPPA-trastuzumabbal kapcsolatos evedmé-

nyek

A BPPA [**Mn]Mn(II)-vel torténd jelolésének (Toan et
al.) hatékonysaga a pH novekedésével fokozoédott; pH 7
felett 1 pM ligandumkoncentriciéval 95% feletti RCP
volt elérhetd, mig pH 6 alatt egy nagysigrenddel na-
gyobb ligandumkoncentraciéra volt sziikség ugyanah-
hoz a hozamhoz. A reakciéid§ novelése nem vezetett
szignifikins RCP-novekedéshez semelyik pH esetén.
Az optimalizalas alapjin a BPPA-trastuzumab [**Mn]
Mn(II)-vel torténd jelolését idedlis esetben szobahSmér-
sékleten, pH 7 HEPES pufferrel, tizentt percig végez-
tik. A hideg Mn(II)-BPPA-komplex el6zetes kinetikai
mérései azt mutattak, hogy a komplex stabil a CDTA-val
torténd transzkeldciéval szemben, azonban a [*Mn]
Mn-BPPA-trastuzumab csokkent stabilitist mutatott
szérumban. Radiokémiai tisztasiga a tizedik napra 71%-
ra csokkent.

A [*2Mn |]Mn-BPPA-trastuzumab 24 6ra elteltével mir
HER2-specifikussigot mutat, mikdzben a legtobb szerv-
ben a felvételi értékek fokozatos csdkkenése tapasztalha-
t6 az id6 mulasaval. A tumor felvétele folyamatosan no-
vekedett az id6 maldsaval. A hdti xenograft 240 6raval az
injektdlds utdn érte el a maximalis felvételt (SUV
1,10+0,12), mig az eml6tumor 168 orakor érte el a cst-
csot (SUV 1,53+0,16). A tumor/mdj és tumor,/izom
aranyokat vizsgdlva lathat6, hogy a HER2+ eml&daganat
jelent8s kiilonbséget mutatott a HER2—- tumorokhoz
képest. A felvétel mind a hdt-, mind az eml6daganatok-
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4. dbra

vénas injekcidjat kovetSen.

Forrds: Viradi et al. 2023

ban annyira kifejezett, hogy mar 48 6ran beliil szignifi-
kinsan magasabb volt, mint a majban és mds szervekben
(ANOVA, p < 0,001).

A vizsgalati eredmények értékelése,
megyvitatasa, 6sszefoglalasa
¢s kovetkeztetések levonasa

A PET-kisérletek mind az affibody-, mind az antitest-
alapa radiotracer esetén figyelemre mélté halmozdodast
mutattak a HER2+ tumorszévetben. A [*>Mn]|Mn-
DOTA-GA-trastuzumab kivilasztisa a vart modon, a
majon keresztiil tortént, amit mas monoklonalis antitest
esetén is kimutattak (Morean et al. 2012). A magas maj-
halmozdason kiviil hatranynak tekinthet$ a hosszu kerin-
gési id6, ami gatolhatja a gyakorlati felhasznalast, hiszen
ilyen esetben a radioaktiv molekula emelt sugardézist
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(A) NanoPET/MR-képalkotds az MDA-MB (HER2+) daganatot hordoz6 SCID egéren. Reprezentativ bomlaskorrigalt korondlis PET-felvételek
(fent), amelyek a vese nélkiili (w/o0 k) és a vesével (k) szeleteket, valamint transzaxidlis PET-felvételeket (lent) mutatnak 4, 24 és 72 érdval a [[*Mn]
Mn(3,9-PC2ABn"M4)(H20)]-Cys-HER2-affibody intravénds injekcidjit kovetSen. Piros nyilak jelzik a tumorok helyét (ortotdpias). (B) A daganatok
(eml6 és hat), az izom, a sziv, a mdj és a vesék idGaktivitasi gorbéinek (TAC) atlaga, amelyek t&bbszords idépontos kisallat PET-felvételekbdl szarmaz-
nak a [[*Mn]Mn(3,9-PC2ABn"™4)(H20)]-Cys-HER2-affibody konjugitum intravénds beaddsa utin. (C) A tumor(emld)-szervi ardny TAC-gorbéi,
amelyek t6bbszords idSponti kisdllat PET-felvételekbdl szarmaznak a [[*?Mn]Mn(3,9-PC2ABn**)(H20)]-Cys-HER2-affibody konjugdtum farok-

jelent a szervezetre nézve a leképzés el6tti idGszakban,
ami antitesteknél napokat is jelenthet. Ezért forditottuk
kutatasunkat a joval kisebb méretd és kedvez6bb bio-
disztribucids tulajdonsigokat mutato atfibodyk iranyaba.
A [*Mn]Mn-3,9-PC2ABn*MA-affibody keringési ideje
jelent&sen csokkent az antitestszarmazékéhoz képest, il-
letve kivalasztasa f6ként a vesén keresztiil tortént. A gya-
korlati felhaszndlast itt is gatolja egy a kitirtiilés sordn ta-
pasztalt probléma, miszerint az affibody-szarmazék
megakadt a vesekéregben, és ott is maradt a vizsgilat
idStartama alatt. Ahogyan a jelolt antitestnél a mdjdozis,
ugy a jelzett affibody esetén a veseddzis emelkedett, igy
tovabbi antitestfragmensek vizsgilata sziikséges. Ezek
koziil az tgynevezett nanobodyk jelenthetik a megol-
dast, amelyek rendelkeznek az affibodyk kedvezs bio-
disztribucids és biokinetikai tulajdonsagaival, de haszna-
latukkal csokkenthetd a vesét és a majat éré dozis.
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