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1. A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

A WHO (Egészségligyi Vilagszervezet) jelentése szerint 2020-ban
vilagszerte kozel 10 millio halalesetet okoztak a kiilonb6zdé tumoros
megbetegedések. Az elmult évtizedekben a tobb mint 120 féle réktipus
gyogymodjanak megtalalasara forditott jelentds kutatasi erdfeszitések
ellenére a rendelkezésre allo terapids lehetdségek gyakran korlatozottak,
ezért az elvaltozasok korai diagnosztikaja képalkotod technikakkal, mint
példaul a pozitronemisszios tomografia (PET), kulcsfontossagu a hosszu
tava taléléshez. A PET technikédhoz olyan radionuklidokra van sziikség,
amelyek tobb kovetelménynek is megfelelnek, mint példaul: (i) a sugarzas
energiaja olyan tartomanyban legyen, amely elég magas ahhoz, hogy
kijusson a beteg testébdl, de elég alacsony ahhoz, hogy a detektorok 4ltal
érzékelhet6 legyen (PET esetén 511 keV); (ii) az adott radionuklid felezési
idejének (t1/2) elég hossznak kell lennie, hogy a radiofarmakon eldallitasa
utdn a vizsgalni kivant elvaltozas vagy bioldgiai folyamat vizsgéalhato
legyen, de elég rovidnek kell lennie ahhoz, hogy elkeriiljik a vizsgalt
szovetek €s szervek jelentds karosodasat; (iii) a radionuklidoknak olcsonak

¢és konnyen hozzaférhetdnek kell lennitik.

A rosszindulati melanoma jelentds kozegészségiigyi probléma,
amelynek el6fordulasa és az ebb6l eredé halalozas folyamatosan novekszik
a kaukézusi népesség korében, ezért idoben torténd felismerése rendkiviil
fontos, igy az elmult évtizedekben az ezirdnyu kutatdsok dinamikusan
fejlédtek. A melanoma folyamatosan ndvekvé incidenciaja mellett komoly
kockézatot jelent jelentds attétképzd képessége, amely folyamat a betegség
igen korai stadiumaban elindul és sokszor a még kis méretli primer tumor

mellet mar szamos szervben megjelennek a metasztazisok (példaul: agy,



maj tiidé, stb.). Eppen ezért fontos a betegség korai felismerése, hiszen az
attétek kialakulasa jelentdsen csokkenti a betegek tulélési esélyeit. A PET
technika maig leggyakrabban alkalmazott 4gense a 2-[‘®F]fluoro-2-deoxi-
d-gliikoz ([*®F]FDG), amely gliikozszarmazékként rendkiviil jol
potencidllal rendelkezik a megnovekedett metabolikus aktivitdssal
rendelkezd elvaltozasok diagnosztikdjaban. Ugyanakkor, a [F]FDG
alkalmazasanak megvannak a maga hatranyai is, hiszen a gyulladésos
folyamatok soran is jelentds akkumulalédas mutat, valamint a kdzponti
idegrendszer sejtjei is jelentésen halmozzak, amely nagymértékben
megneheziti a kapott képek elemzését/értelmezését, a beteg és egészséges
szovetek  elkiilonitését. Ezeken tal, a [®F]JFDG altalanos
tumordiagnosztikumnak mindsiil, hiszen nem specifikus egyetlen

raktipusra sem, igy egyenletesen oszlik el a szervezetben.

A szerv, vagy szovetspecifikussag eléréséhez olyan nyomjelzdk (target
molekulak) alkalmazéaséara van sziikség, amelyek nagy affinitdst mutatnak
az adott tipusu elvaltozasokhoz, a bejuttatott radiofarmakont stabilan és
hosszabb 1d6n keresztiil képesek a célsejtekhez kotni, igy novelve a PET
technika hatékonysagat.

Doktori munkam sordan °2Mn, ®Cu és 2®Bi izotopokkal jeldlt
radiofarmakonokat allitottunk el6 és vizsgaltuk azok tumorcélzéd
képességét és diagnosztikai potencialjat PET alkalmazasok tekintetében.
Az eldallitott anyagok ciklodextrin (**Mn), DOTA (**Bi) és 15aneNs-
alapt (°*Cu) kelatorokat tartalmaztak a radioaktiv fémionok megkotésére.
A tumorspecifikussag eléréséhez a %?Mn és ®1Cu esetében NAPamid, mig
a 2°Bi esetében NAP-, FOLD-, HOLD- és MARSamid molekulakat

alkalmaztunk.



Doktori munkam célkitiizései a kovetkezdk voltak:

Célunk volt az altalunk szintetizalt 0j, mangan-52-vel jelzett
random-metilalt béta-ciklodextrin ([?>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB)
In vivo tumor-targetald képességét ¢és biologiai viselkedését
tanulmanyozni és a kapott eredményeket Osszehasonlitani a mar
irodalombdl ismert melanocortin-1 receptor (MC1-R) specifikus
[8Ga]Ga-DOTA-NAPamid és PGE2-receptor szelektiv [*®Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB radiofarmakonokkal.

Vizsgalni kivantuk az altalunk melanoma kimutatasara fejlesztett
MC1-R  specifikus  [f'Cu]Cu-KFTG-NAPamid tumorcélzd
képességét B16-F10 melanoma modellen és mellkasi attétein.
Tanulményozni akartuk Gjonnan szintetizalt és 2°Bi-vel jelzett
MC1-R ligandumok (DOTA-NAPamid, HOLDamid, MARSamid
¢s FOLDamid) bioldgiai eloszlasat és experimentdlis melanoma
tumor célzo tulajdonsagait.

Tovabba, informaciot szerettiink volna gytijteni a PGE2 specifikus
[%8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és [*?Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB;
illetve melanokortin-1-receptor (MC1-R) specifikus [*®Ga]Ga-
DOTA-NAPamid és  [*!Cu]Cu-KFTG-NAPamid targetald

képességérol mellkasi melanoma metasztazisokat esetében.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Kisérleti sejtvonal és fenntartasa

A B16-F10 (egér eredeti melanotikus melanoma) sejtvonal beszerzése
az ATCC-t6l (Virginia, USA) tortént. A sejttenyésztéshez 10% magzati
szarvasmarha szérumot (FBS) tartalmazé Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) tapoldatot alkalmaztunk, melyet 1% antimikotikum-
antibiotikum, tovabba MEM nem esszencidlis aminosav oldatot (1
(V/IV)%); Gibco™) ¢és MEM vitamin oldatot (1 (V/V) %); Gibco™)
adtunk.

2.2. Kisérleti allatok

A kisérleteinkben hasznalt C57BL/6J egereket (melyeket a Charles
River Laboratories-tol szereztink be (Animalab Ltd., Budapest))
hagyomaényos laboratoriumi koriilmények kozott tartottunk. A kisérleti
egerek egyedileg szell6ztetett ketrecekben voltak, 2442 °C hémérsékleten,
554+10%-0s paratartalom mellett. Mesterséges megvilagitast alkalmazunk
az allathazban 12 6rés cirkadian ciklussal. Steril félszintetikus takarmanyt
(Akronom Ltd., Budapest, Magyarorszdg) ¢és ivovizet ad libitum
biztositottunk az allatoknak. Az Egyesiilt Kirdlysag Allatkisérleti Etikai
Bizottsag kritériumainak megfeleléen, a Debreceni Egyetem Allatkisérleti
Etikai Bizottsdganak engedélyével (engedélyszam: 16/2022/DEMAB)

tortént az allatok beszerzése és tartasa.
2.3. In vivo melanoma tumormodell

Tiz hetes néstény C57BL/6J egereket (n = 65) hasznaltunk a vizsgalatok
soran. Az MCI1-R pozitiv-, illetve PGE2-R pozitiv melanoma
tumorindukcidohoz, C57BL/6J egerekbe szubkutan (s.c.) a bal wvall
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teriletére, illetve a metasztazis modell esetén intravénasan a lateralis farki
véndba 1 x 10° MC1-R-pozitiv B16-F10 tumorsejtet injektaltunk 100 ul
0,9% sooldatban. In vivo PET vizsgalatot, majd ex vivo kisérleteket
végeztiink 14+1 nappal a tumorsejtek beadasat kovetden, 115+10 mm?3-es

tumortérfogat mellett.
2.4. Felhasznalt radiofarmakonok
2.4.1. [®®F]FDG szintézise

Az [*8F]FDG eléallitasa intézetiinkben rutinszeriien torténik, elsésorban
onkologiai betegek diagnosztikai vizsgalatanak kivitelezése céljabol. Az
eléallitashoz sziikséges BF-ion gyartasa ciklotronban, 0-cal dusitott viz
protonnyaldb altali bombézasaval torténik. Az igy eldallitott F-iont egy
automatizalt FDG gyart6 panelre helyezik, ahol a prekurzor (vizmentes
acetonitrilben oldott trifluormetanszulfonil-B-D-manndz (TATM)) jelolése
nukleofil szubsztitacioval torténik. A szubsztiticids reakcio 85 °C-on
jatszodik le. A reakcio terméke a 1,3,4,6(TA-['®F]FDG) védo
acetilcsoportokat tartalmaz, melyeket savas hidrolizissel tavolitanak el,
sosav felhasznalasaval. A hidrolizist zart reakcidedényben magas
hémérsékleten (120 °C) és nagy nyomas alatt végzik. A folyamat
végterméke, a 2-[*®F]fluor-p-D-dezoxi-gliikéz, amelyet fiziologias

sooldattal higitanak a kivant koncentraciora.
2.4.2.5Mn-DOTAGA-RAMESB szintézise.

100 pl 0,1 M HCl-oldatban volt 1évé 52Mn-t dsszekevertiink 2 M
natrium-acetat pufferrel (V=500 ul) azért, hogy beallitsuk a pH-t (7,0). Ezt
kovetden a DOTAGA-RAMEB-et (c=3 mM, V=10 pl) a reakcioelegyhez



adtuk egy reakcidtlivegben, amelyet 10 percig 95 °C-on torténd melegitést

kovetden szobahdmérsékletiire huitottink.

A formulazashoz az oldatot ultrasziiré oszlopra Light C18 Sep-Pak
Cartridge-re (Waters Kft. Budapest, Magyarorszag) vittik fel, majd 1 ml
vizzel mostuk. A radioaktivan jelzett terméket ([>*Mn]Mn-DOTAGA-
RAMEB) 300 pl 96%-0s EtOH-val elualtuk. A teljes eluatumot 95 °C-on
nitrogénaramoltatassal kozel szarazra paroltuk, majd izotonids NaCl-

oldatban ujra feloldottuk.

Azonnali vékonyréteg-kromatografiat (iTLC-SG, Varian) végeztiink
0,5 M natrium-citrat oldatot, pH=5,5, mobilfazisként hasznilva a
radiojelzés sikerességének ¢és hozamanak meghatarozasdhoz. A
formulazott  termékbél  ([*’Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB) 3 pl-t
cseppentettiink az iTLC-SG csikokra az aljatol 2 cm-re, és az olddszert a
csikok aljatol 10 cm-re engedtiik felfutni. A radioaktivan jelolt RAMEB a
felviteli ponton maradt, mig a szabad ®*Mn az oldészerfronttal egyiitt
vandorolt. Az egyes savok elemzése a MiniGITAa TLC késziilék
segitségével (Elysia-raytest GmbH, Straubenhardt, Németorszag) tortént.
A radioaktivan jelzett terméket steril szlirés utan izotonias (0,9%-0S)

sooldattal higitottuk a biologiai kisérletek elvégzése elott.
2.4.3.DOTA-NAPamid radiojelzése ®®Ga radionukliddal

A %8Ge/%®Ga generatort 5 ml 0,05 M w.p. HCl-lel elualtuk, majd
bemértiink 375 pl ®Ga-oldatot (80-130 MBq) a legnagyobb aktivitasu
aliquotbol, amelyet Osszekevertiink 120 ul NH4OAc pufferrel (0,5 M,
pH=4) és 5 ul DOTA-NAPamid térzsoldattal (1 mg/ml, 0,673 M) és a
reakciot 15 percig 95 °C-on inkubaltuk. Az emlitett 1d6 elteltével az oldatot
atvittiik egy elékondicionalt (1 ml 96%-0s EtOH, 5 ml H20; 1 ml 0,25 M,
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pH =4 M NH4OAC) Strata-X oszlopra, majd 1 ml vizzel mostuk. A puffer
eltavolitasa utan 300 upl 96%-0s EtOH-lal elualtuk. Az oldoszert
elparologtattuk 95 °C-on nitrogénaramoltatds mellett. A szaraz terméket
200 pl PBS-ben oldottuk. A termék RCP-jét radio-HPLC-vel hataroztuk
meg egyWaters Acquity BEH C18, 1,7 um, 3 x 50 mm-es oszlopon.
Eluensek: A = oxalsav (0,01 M, pH =3), B=ACN:H20 (9:1), aramlas: 0,9
ml/perc, gradiens: 0 perc: 100% A, 1 perc: 100% A, 2,5 perc: 100% B, 3
perc:100% B, 3,1 perc: 100% A

2.4.4. DOTAGA-RAMESB radiojelzése 8Ga izotoppal

A %8Ge/*®Ga generatorbol kinyert 1 ml ®8Ga eludtumot natrium-acetattal
puffereltiik (1 M, 160 ul), hogy a megfelelé pH-értéket beallitsuk (pH =
4,3-4,5). Az igy el6készitett mintahoz hozzaadtuk a DOTAGA-RAMEB
vizes oldatat (5 ul, 3 mM), majd a rendszert 95 °C-on tartottuk 10 percig
és ezt kovetden egy Light C18 Sep-Pak oszlopra vittiik fel, amit 2 ml vizzel
mostunk. A ®8Ga jelolt terméket ([?8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) 96%-0s
EtOH/izotonias NaCl oldat 1:2 aranyt elegyével elualtuk. A radiokémiai
tisztasag meghatarozasa radiodetektorral kombinalt RP-HPLC rendszerrel
tortént. A terméket 0,9%-0s NaCl oldattal higitottuk azért, hogy az etanol-
tartalmat 10% ala csokkentsiik, majd sterilre sziirés kovetkezett az

allatkisérletek elott.
2.4.5. [*Cu]Cu-KFTG-NAPamid szintézise

A KFTG-NAPamide eléallitasahoz, HBTU-t (7 mg, 0,018 mmol) 1 ml
vizmentes DMF-ben (dimetil-formamid), DIPEA-t (3 uL, 0.017 mmol) és
bis(Boc)-KFTG-t (5 mg, 0,007 mmol) 1 ml vizmentes DMF-ben adtunk a
védett rezinhez kotott NAPamidhoz (30 mg, 0,0045 mmol). Az igy kapott

keveréket 3 oOras, szobahdmérsékleten torténd razatast kovetden mostuk
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vizmentes DMF-fel. Az anyag hidrolizise 1 ml 95 % TFA-val tortént. A 6
Ords razatadst kovetéen a TFA-t eltavolitottuk ¢és a visszamaradt
nyersterméket szemipreparativ  RP-HPLC-vel tisztitottuk, amihez Luna
C18(2) 100 A10 um (250 x 10 mm) kolonnat hasznéltunk 4 ml/min
aramlasi sebesség mellett. Az eluensek a kovetkezok voltak: A: 0,1%
HCOOH, B: 95% acetonitril, gradiens: 0 perc: 100% A, 2 perc: 100% A,
32 perc: 100% B, 40 perc 100% B. A terméket az elvalasztas 15. és 16.
perce kozott gyljtottikk. A liofilizalast kovetden fehér por forméjaban
kaptuk meg a KFTG-NAPamidot (1,3 mg, 20 %-os kitermelés). A HRMS-
ESI (electrospray ionization high-resolution mass spectrometry) mérés
728,9174 [M+H]?* és 486,2832 [M+H]** moltomegeket eredményezett,
mig az ezekhez a részecskékhez tartozd szamolt értékek: 728,9204

[M+H]?" és 486,2829 [M+H]*".

A ®Cu eldallitasa cink foliaval tortént (Sigma Aldrich, 99,999%,
10x10x0,1 mm, 0,25 mm vastag), amelyet 15,5 MeV proton nyalabbal
sugaroztunk be (30 perc, 20 pA) egy GE PETtrace ciklotron segitségével.
A kapott ®1Cu aktivitas a Ga-tol torténd megtisztitas utan 250-330 MBq
tartomanyba esett. A besugarzott cink lemezt 2 ml 7 M-0s HNOs-ban
oldottuk, majd az er6sen savanyt oldatot 5 ml ammonium-formiat oldattal
kevertiik 0ssze (¢ = 2,5 M) azért, hogy a pH-értékét koriilbeliil 2-esre
allitsuk. Az oldatot ezutan CU rezin kolonnara vittiik (6 X 9 mm). Miutan
a kolonnat 10 ml vizzel mostuk, a kolonnian marad aktivitast 0,5 mL 7 M
HCI oldattal mostuk le és szarazra paroltuk. A kapott szilard anyagot vagy
0,01 M HCI vagy HEPES pufferben oldottuk (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid, pH = 7).
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A jelolési kisérletek soran ugy jartunk el, hogy 5 pul 1 mg/ml-es KFTG-
NAPamid oldatot adtunk kériilbeliil 100 MBg-nyi ®'Cu izotophoz 50 ul 1
M HEPES pufferben (pH = 7) és melegitettiik az oldatot 95 “C-on 15 percig,
zart Eppendorf csében. Ezt kovetden az oldatot 1 ml vizzel higitottuk és
egy Waters light C18 SPE kolonnara vittiik. A vizzel torténé mosast
kovetéen a jelolt konjugatumot 500 pL salin-etanol 1:1 oldészer
keverékkel elualtuk. Az oldatot ezutan kozel szarazra paroltuk és salin
oldattal higitottuk. Radiokémiai tisztasagot radio-TLC-s technikaval
ellendriztiik, ammonium-acetat — methanol 1:1 aranyu elegyével. A minta

molaris aktivitasa 52-58 MBg/nmol-nak adodott.

2.4.6. 205206Bj ¢s 213Bi eléallitasa, majd DOTA-konjugalt peptidek

radiojelzése

205/206B; e]Ballitasa és tisztitasa volt az els6 1épés. Természetes Pb-foliat
(99,995%-0s, 0,9 x 0,9 cm-es, 0,25 mm) GE PETtrace ciklotronban 16
MeV-o0s protonnyaldbbal bombaztunk (60 perc, 10 pA). A besugarzott Pb
céltargyat 7 M szuprapur HNOz-ban (2 ml) feloldottuk, és beparoltuk 1 ml
végtérfogatra, ahol Pb(NOz3)2 kicsapodasat figyeltiik meg. A kapott oldatot,
azért, hogy a szilard fazistol elvalasszuk,10 ml ultratiszta vizzel kevertiik,
majd Millipore 0,22 pm-es sziirdvel szilirtik. Ezutan felvittiikk egy 150 mg
TK 200 gyantaval ontoltott oszlopra (elékondicionalva 1 ml 0,7 M s.p.
HNO3, 1 ml 7 M s.p. HNO3 és 5 ml 0,7 M s.p. HNO3). A oszlopot 5 ml 0,7
M s.p. HNOs-mal mostuk, és a 2%2%Bj izotopokat 7 M s.p. HNOs-mal
elualtuk 1 ml térfogata frakciokban. A 29520Bj izotopokat (~30 MBq)
tartalmaz6 frakciokat szarazra paroltuk, majd 200 pl 0,1 M u.p. HCI-ben
oldottuk fel.
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Actinum-225/Bizmut-213 (**Ac/?*®Bi) generitor elticidja: a > Ac/**Bi
generatort (180 MBq) az Institute for Transzurdn Elemek Intézete
(Németorszag) (ITU) széllitotta. Az elicid eldtt az oszlopot 0,01 M
s6savval mostuk. Az elticio soran 600 ul **Bi-ot nyertiink, 0,1 M natrium-
jodid / 0,1 M HCI keverék segitségével. Elucio utan az oszlopot 0,01 M
HCI-ben taroltuk.

A DOTA-konjugalt peptidekbdl 1 mg/ml torzsoldatot készitettiink. Az
in vivo vizsgalatok esetén 5 pL. DOTA-NAPamid (3,4 nmol)/DOTA-
HOLDamid (3,2 nmol), illetve 10 pL. DOTA-MARSamid (5,6 nmol) és
DOTA-FOLDamid (5,6 nmol) oldatokhoz 600 pl ?*Bi-t (96,01+17,49
MBq) és 135 pl 2 M TRIS puffert (0,34 M) és 50 ul 20%-0s aszkorbinsavat
(72 mM) adtunk (pH=8,7).

A LogP-értékek és a stabilitas meghatarozasahoz 20 pL 20%2%Bij-t
adtunk a radioaktivan jelolt peptidek natrium-citrat pufferben 1évé (pH 5,5,
30-35 umol) térzsoldatanak keverékéhez (pH=5,5, 30-35 umol; 10,1 nmol
DOTA-NAPamid, 9,6 nmol DOTA-HOLDamid, 8,4 nmol DOTA-
MARSamid ¢s —FOLDamid). A reakcidkat 5 percig inkubaltuk 95 °C-on.
Szobahdmérsékletre hiitve az elegyet 400 pul 1 M ammonium-acetatot
(NH4OACc; pH=4) adtunk hozza, majd etanollal és vizzel elékondicionalt
szilardfazisu extrakcios (SPE) oszlopon keresztiil vezettiik (Oasis HLB 1
cc (30 mg); Waters). Az oszlopot ezutan 1 ml vizzel mostuk. A radiojelzett
kovetden 60 °C-on szarazra paroltuk. A terméket feloldottuk 200 pl
foszfattal pufferelt sooldatban (PBS) az in vivo mérésekhez, illetve 30 pl
PBS-ben a LogP-értékek és a stabilitds meghatarozasahoz. A radiokémiai

tisztasdgot azonnali vékonyréteg-kromatografidval hatdroztuk meg,
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szilikagéllel impregnalt (iITLC-SG; Varian) radio-TLC segitségével, ahol
0,1 M natrium-citrat oldatot (pH=5,5) hasznaltunk mobilfazisként.

2.5. LogP értékek meghatarozasa

Radioizotoppal konjugalt vegyiileteink oktanol/PBS megoszlasi
hanyadosat minden esetben meghataroztuk, amely a molekuldk
vizoldékonysagara utalnak a szervezeten beliili pH-értéken vizsgalva
(pH=7,4). A logP értéke a vizsgalt, radioizotoppal jelolt vegyiiletek
célszervezetben varhato viselkedésérol, farmakokinetikai tulajdonsagair6l
nyujtanak elézetes informéciot. A vizsgalt anyaginkbdl minden esetben 10
ul-t kevertiink 1-oktanol (500 pl) és PBS (490 ul, pH 7.,4) ,.elegyével” egy
centrifugacsdben. Az elegyet ezutan 20 percig kevertettik razogép
(Vortex) alkalmazasaval (600 rpm), majd ezutan 5 percig centrifugaltuk
20000 fordulat/perc sebességgel 4 °C-on, a két fazis teljes szétvalasaig. A
fazisokbol 3 x 100 pl térfogati részeket kémcsovekbe mértiink, majd
meghataroztuk azok radioaktivitasat Perkin Elmer Packard Cobra kalibralt
gamma-szamlaléval. A mérési eredményeket atlagolva kaptuk meg a

LogP-értéket.
2.6. In vivo és ex vivo vizsgalatok

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsdga (16/2020/DEMAB) etikai jovahagyasaval végeztiik. A
tanulmanytervezés €s az allatkisérletek 6sszhangban voltak az ARRIVE

iranyelvvel.
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2.6.1. [*Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB PET vizsgalata B16-F10

melanoma tumoros egérmodellben

A PET-képalkotdé méréseket a Nuklearis Medicina Tanszék preklinikai
laboratoriuménak  MiniPET-II  szkennerével végeztik (Debreceni

Egyetem, Debrecen, Magyarorszag).

A képalkotd protokollt a B16-F10 tumorral rendelkezé egerek
6,90+1,19 MBq [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (i.v.) injekcidjaval kezdtiik,
amelyet 60 perccel az injekcié beadasa utan PET-képalkotds kovetett.
Huszonnégy oraval az elsd felvétel utan, 20 perces PET-vizsgélatokat
végeztiink valamennyi vizsgalt egéren 80 perccel a 10,07+0,07 MBq
[%8Ga]Ga-DOTA-NAPamid intravénas beaddsa utdn. Egy nappal késébb
3,50£0,16 MBq [**Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB-et adtunk be az
egereknek, €s az injekcid beaddsa utan 1 6rdval, 4 oraval és 3 nappal 20
perces statikus PET-vizsgalatokat végeztink. Az izofluran-indukalt
anesztéziat minden képalkotasi iddszak alatt fenntartottuk [3%-os izofluran

(Forane), AbbVie, Budapest, Magyarorszag; OGY1-T-1414/01].

2.6.2. [**Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB ex vivo biodisztribiicios

vizsgalata B16-F10 melanoma tumor egérmodellben

A biodisztribucios vizsgalatokhoz 30, 60, 90 és 240 perccel a 3,50+0,16
MBq [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB iv. beadasat kdvetden egészséges
kontroll egerekbe, felaldoztuk 6ket, és a fobb szerveket begytjtottiik, hogy
kalibralt gammaszamlalé (PerkinElmer) segitségével meghatarozzuk a
radioaktivitasukat. A B16-F10 tumorok radioaktivitasanak ex Vivo
méréséhez a tumoros egereknél ugyanezt az eljarast alkalmaztuk 60 perccel

az injekcid beadasat kdvetden.
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2.6.3. [*!Cu]Cu-KFTG-NAPamid PET vizsgilata B16-F10

melanoma egérmodellben

Az in vivo képalkotd vizsgalatokhoz B16-F10 tumort hordozé egereket
intravénasan 10,3 = 0,3 MBq [*'Cu]Cu-KFTG-NAPamiddal injektaltunk
be az oldalsé farokvénan keresztiil, és dinamikus PET-vizsgélatokat
végeztiink, 1,5%-o0s izoflurdan (Forane, AbbVie) altatasban (Tec3
Isoflurane Vaporizer, Eickemeyer Veterinary Equipment, Egyesiilt

Kiralysag).

2.6.4. [61Cu]Cu-KFTG-NAPamid ex vivo biodisztribiuciés vizsgalata

B16-F10 melanoma egérmodellben

8+1 nappal a tumorsejtek beoltdsa utan B16-F10 tumort hordozé
egereknek 10,3+0,3 MBq [f'Cu]Cu-KFTG-NAPamidot adtunk be
intravénasan, majd 30-, 60-, 90- és 180 perces inkubacids id0 utan az
egereket 5%-0s izoflurannal talaltattuk. Szovetmintakat vettiink a
kivélasztott szervekbdl, és a mintdk stlyat, valamint radioaktivitdsat
kalibralt gammaszamlaloval (Hewlett Packard Cobra Il Autogama Gamma
Counter, USA) mértiik.

2.6.5. [*°Bi]Bi-DOTA Kkonjugilt NAPamid, HOLDamid,
FOLDamid és MARSamid ex vivo biodisztribucios vizsgalatai B16-F10

melanoma egérmodellben

Az ex vivo biodisztribucids vizsgalatokat 90 perccel a 3,81+0,32 MBq
[*Bi]Bi-DOTA konjugalt NAPamid, HOLDamid, FOLDamid és
MARSamid intravénas beadasa utan végeztik el. Az eutandziat 5%-0s
izoflurannal végeztiik, majd szovetmintakat vettiink az egészséges kontroll

¢és a B16-F10 tumorral rendelkez6 kisérleti allatokbodl A kiilonbozé szervek
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radioaktivitdsat gamma-szdmlaloval (Packard, Cobra II) mértiik, majd
tomegegységre viszonyitva kiszamoltuk az értékeket. A radiofarmakon-

felhalmozddasokat ezt kovetden %ID/g szovetben fejeztiik ki.
2.7. Adatfeldolgozas

Minden PET-felvételt a BrainCad képelemz6 szoftverrel (verzid: 1.124)
értékeltiink ki. A képrekonstrukciot kovetdéen a korondlis képeken a
tumorok és a fobb szovetek/szervek esetén gondosan meghataroztuk az
érdeklddési teriileteket (ROI), és a ROI-kban 1évd radioaktivitas-
koncentraciokat, melyeket SUVmean és SUVmax értékként (g/ml)
mutattunk be. A T/M SUVmean és T/M SUVmax értékeket a tumorok és

a hattérben 1év6 izomszovet aktivitasabol szamitottuk.

A biodisztribicids vizsgélatok esetén a szervek mért gammasugarzas
értékeit rogzitettiik, majd a bomlaskorrigalt radioaktivitas-koncentraciokat
a beadott dozis szazalékaban fejeztiik ki a szovet grammyjara vetitve (%

ID/g). Az adatokat atlag + standard eltérés (SD) formaban adtuk meg.

A statisztikai elemzésekhez a MedCalc 18.5 (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgium) szoftvercsomagot hasznéltuk, és minden statisztikai
adatot atlag + SD-ben adtunk meg. A statisztikai szignifikancia
értékelésére Mann-Whitney U-tesztet, a kétoldali t-tesztet és a kétiranya
ANOVA-t alkalmaztuk, a 0,05-nél kisebb p-értéket statisztikailag
szignifikansnak tekintettiik.
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3. Eredmények és megheszélés

3.1. [**Mn]Mn-DOATAGA-RAMEB

Tekintettel a melanomaval 0Osszefiiggd magas mortalitdsra, a
tumorszelektiv radioaktiv PET képalkotod radiogyogyszerek segitségével
torténd korai betegségdiagnosztika a jelenlegi kutatasok eldterében all.
Megfeleld fizikai tulajdonsagai és hosszu biologiai felezési ideje miatt az
Mn a kozelmultban nagyobb figyelmet kapott a nuklearis medicina
terliletén, mint potencidlis izotdop az onkoldgiai képalkotdé PET-
radiogyogyszerek kifejlesztéséhez. Az 5,56 napos felezési idejével az
izotop megkdnnyiti a hosszabb farmakokinetikaji rendszerekkel torténd
munkat, hosszabb felvételi id6t tesz lehetévé. A mai napig szamos >2Mn-
jelzett PET-nyomijelzdt, koztik a [**Mn]Mn-PyC3A, [*2Mn]Mn-
DOTAGA-bevacizumab vagy [*’Mn]Mn-BPPA-trastuzumab izotépot
sikeresen alkalmaztak preklinikai vizsgalatokban. Ezért az uj >Mn-jelzett
RAMEB in vivo diagnosztikai képességét MCI-R pozitiv melanoma
modellekben vizsgéltuk, és Osszehasonlitottuk mas, a melanoma PET-
képalkotasban  hasznalt, jol  bevalt  tumorspecifikus  PET-
radiogyogyszerekkel ([?8Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [*®Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB).

A korabbi irodalmi eredményekkel 6sszhangban a mi MCI1-R pozitiv
B16-F10 melanomakban  jelentds [*8Ga]Ga-DOTA-NAPamid
felhalmozodast talaltunk, amely megerdsitette a vizsgalt anyagunk
receptorspecifikussagat és a radioaktiv anyag magas diagnosztikus
potencialjat MC1R pozitiv melanoma képalkotasaban. Korabbi PET/MRI-
vizsgéalatokban ugyanezekkel a preklinikai modellrendszerekkel a

[8Ga]Ga-DOTA-NAPamid  MC1-R-szelektivitast és  kiemelkedd
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tumorcélzo képességet mutatott. Ezenkiviil a 3Ga-t6l eltérd radionuklidok,
koztik a réz-64/61, a fluor-18, a bizmut-213 vagy a szkandium-44 is
hasonléan felhasznalhatok az MCI1-R-affin  NAPamid vegyiiletek
radiojelzésére, valamint a melanoma kimutatasara. Hasonloképpen, a
bizmut-213-mal jeldlt alternativ alfa-MSH-analogok (HOLDamid,
FOLDamid, MARSamid) igéretes vektorjelolteknek szamitanak a
malignus melanoma kezelésében.

A NAPamid-szarmazék mellett az in vivo eredmények ramutattak arra,
hogy mind a %Ga-, mind az >?Mn-jelzett ciklodextrin molekulakkal
egyértelmiien koriilhatarolhatok a sc. novekvé tumorok, ami bizonyitja a
vizsgalt radiotracerek potencialis alkalmazhatésagat a rosszindulatu
melanoma in vivo PET-képalkotasaban. Tovabba, tekintettel a RAMEB
PGE2-receptorokkal valé komplexképzéshez, megfigyelésiink a vizsgalt
daganatok PGE2-pozitivitasara is utalhat. Bar a B16-F10 tumorok teljes
receptorprofilja még feltarasra var, korabbi immunhisztokémiai
eredmények erdés PGE2-pozitivitasrdl szdmoltak be az ilyen tumortipusok
esetében. Ezen tGlmenden Kim és munkatarsai B16-F10 sejtekkel
kapcsolatos eredményei, amelyek szerint a timosaponin Alll
alkalmazasaval Osszefiiggésben csokkent PGE2- és EP-receptor-szintet
jeleztek, mely adatok szintén a PGE2 és receptorainak jelenlétére utalnak
a melanoma tumorsejteken. Bar a vizsgalt melanoma PGE2-expresszioja
Osszefliggést  sugallhat a  radioaktivan  jelzett  ciklodextrinek
felhalmozddasaval, tovabbi kutatdsokra van sziikség a radiotracer felvétel
¢s a melanodmasejtek receptor-expresszidja kozotti kapcsolat feltdrasahoz.

A jelen eredményekkel Osszhangban Szabd és munkatdrsai szintén
jelentds tumorfelvételt mutattak ki 8Ga-jelzett ciklodextrin-szarmazékok
([®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB ¢s [*8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD) esetében
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egy kisérleti melanoma-modellen végzett proof-of-concept vizsgalatban.
Az 2Mn-jelzett RAMEB és a [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB hasonlé
felhalmozodasa a B16-F10 tumorokban, amelyet 1 o6raval a
radiofarmakonok i.v. beadasa utan mértek, azt jelzi, hogy a radionuklid
tipusa nem befolyasolja a ciklodextrinek tumor-célzo képességét
([>*Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB: 0,06+0,01 és 0,09+0,02 az SUVmean és
SUVmax; [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB SUVmean: 0,06+£0,02 és
SUVmax: 0,10+0,03).

Mindazonaltal a  [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB  felvételeknél
szignifikdnsan magasabb tumorfelvételt regisztraltunk (SUVmean:
0,16+£0,04; SUVmax: 0,24+0,05) a NODAGA-kelatorral kapcsolt
radiotracer vizsgalata soran készitett PET-felvételekhez képest ([**Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB SUVmean: 0,06+0,02; SUVmax: 0,10+0,03); ami
valdszinilileg a szerkezeti eltéréseknek vagy az alkalmazott kelatorok
(NODAGA vs. DOTAGA) eltér6 stabilitdsanak tulajdonithaté. Az SUV-
értekek kozotti kiillonbségek ellenére arra kovetkeztethetiink, hogy a linker
cseré¢je (NODAGA a DOTAGA-ra) nincs érdemi hatassal a ciklodextrin
alapt nyomjelz0k tumorcélzasara.

Feltételezziik, hogy a késobbi felvételi idépontokban tapasztalt
szignifikansan alacsonyabb [*Mn]Mn-DOATAGA-RAMEB
felhalmozodas a tumorsejtek felszini receptorainak a tumor novekedése és
fejlodése soran bekdvetkezo idobeli valtozasaval fiigghet 6ssze (0,02+0,01
¢és 0,03+0,01 SUVmean és SUVmax 4 ora, illetve 0,01+0,01 és 0,01+0,01
¢és SUVmax, 3 nap). A PGE2/EP2-expresszido valtozasai, a tumor
kornyezetében kialakulo hipoxia és a kronikus gyulladds magyarazhatja az

2Mn-jezett vegyiiletek felvételi kinetikajat.
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Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy az °2Mn-ciklodextrinnel
végzett képalkotas képes abrazolni az EP-receptorok szamaban és a PGE2-
koncentracioban a tumor mikrokdrnyezetében bekovetkezd valtozasokat.
A tumorral kapcsolatos biomarkerek (receptorok, oldhatd molekuldk)
alaposabb vizsgalata hosszua tavon uj célpontok feltarasahoz vezethet mind
a diagnosztikai, mind a terapias alkalmazasok szamara. Ezen kiviil a
hipoxia és a nekrozis, kiillonosen a kozponti régiokban, felelds lehet a
[*>Mn]Mn-DOATAGA-RAMEB heterogén eloszlasaért. Még ha a
[*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB aktivitdsa minden vizsgalt idépontban
jelentdsen csokkent is a %8Ga-jelzett megfeleléjéhez képest, az ’Mn-
jelolésnek lehetnek bizonyos eldnyei a ®Ga-cal szemben. A hosszabb
detektalasi id6t lehet6vé tevd, hosszh élettartami *?Mn lehetévé teheti a
tumorral kapcsolatos lassabb patofizioldgiai folyamatok vizsgalatat,
valamint a korai idépontban késziilt felvételeken esetleg nem lathato
elvaltozasok jobb azonositasat. Mivel az [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB
gyors elimindcios kinetikdja és kiemelkedd vesefelvétele kizarhatja e
nyomjelz6 ilyen célokra valo felhasznalasat, farmakokinetikdjanak javitasa
- példaul albumink6td rész beépitésével - segithet meghosszabbitani
biologiai élettartamat és ezaltal tumorban valdo hosszabb ideji
felhalmmozodasat. Ezen kiviil az [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB igéretes
az MC1l R-t nem kifejez6 melanomas daganatok PET-alapu
vizualizacidjaban.

Amint korabban emlitettik, a [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és az
[*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB nyomjelzé felvételének mértéke kozott
megfigyelt eltérések részben a PGE2-koncentricid valtozasanak és a
PGE2-receptorok  jelenlétének is  tulajdonithatbak a  tumor

mikrokdrnyezetében. Megjegyzendd, hogy a két molekula PGE2-k&tési
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affinitasa kozotti kiilonbségekkel is foglalkozni kell. Annak ellenére, hogy
mind az MC1-R célzott NAPamid, mind a PGE2-szelektiv ciklodextrinek
alkalmazhatdak lehetnek a melanoma képalkotasara, a felvételi értékek
alapjan a NAPamid molekula jobbnak tiinik. A melanomas daganatokban
az EP2-hez képest erédsebb MCI-R jelenlét magyarazhatja a [*Ga]Ga-
DOTA-NAPamid fokozott aktivitisat. Emellett a NAPamid-alapu
nyomjelzé hosszabb tumorretencioja hozzdjarulhat az alfa-MSH analég
jelntdsebb felvételéhez.

Az in vivo PET-eredményekkel 6sszhangban az [*?Mn]Mn-DOTAGA-
RAMEB gyors veseliriilését az injekcid beadédsa utan 30 perccel vérben
detektalt alacsony aktivitas, a jelentds vesefelvétel és a holyagban 1évo
jelentds radioaktivitas bizonyitja. A mi eredményeinkhez hasonldéan a
[205/26B{1Bi-DOTAGA-RAMEB, a [%8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB ¢és a
[%8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD biodisztribucios adatai is a vizelettel torténd
eliminaciot mutattdk. A viszonylag magas hepatikus felvétel alapjan
feltételezziik a gasztrointesztinalis rendszer lehetséges szerepét a
nyomjelzd kivalasztasadban is, azonban a jovObeni vizsgalatok sziikségesek
ahhoz, hogy erre a megfigyelésre meggy6z0 magyarazatot adjunk. A
[8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD (0,99+0,13 %ID/g) korabbi adatainak
megfelelden viszonylag magas visszatartdst talaltunk a tiidében a korai
idépontokban (1,22+0,41 %ID/g). Bar a pontos okot még nem sikeriilt
teljesen feltarni, Hajdu és munkatarsai hipotézise alapjan a [°?Mn]Mn-
DOTAGA-RAMEB hosszan tartd felhalmozoddsa a vizzel telt
tiidoteriileteken akaddlyozhatja a nyomjelzd visszatérését a szisztémas
keringésbe, ami a felvételi értékek ndvekedéséhez vezet. Osszhangban a
tobbi radioaktivan jelolt RAMEB-molekulaval ([*Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB és [?*°2%B{]Bi-DOTAGA-RAMEB) kapott eredményekkel, a
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tobbi  vizsgalt szerv/szovet viszonylag alacsony nyomjelzéanyag-
akkumuléciét mutatott.

Az in vivo PET-adatokkal 6sszhangban az [*’Mn]Mn-DOTAGA-
RAMEB emelkedett tumorfelvétele tovabb igazolta a farmakon
tumorcélzd képességét, valamint a PGE2- és EP-receptorok lehetséges
jelenlétét a tumor mikrokornyezetében. A B16-F10 tumorok ex vivo
biodisztribucidjat értékelve Szabd ¢€és munkatarsai szintén jelentds
felhalmozodast detektaltak a [®3Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [%8Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB esetében, ami hasonld volt a mi eredményeinkhez.
Mindazonaltal a kisérletiikben tapasztalt (0,82+0,09 %ID/g) jelent6sen
alacsonyabb RAMEB-retencio (0,32+0,10 %ID/g) feltehetéen annak
tulajdonithato, hogy az ex vivo felvételi méréseket kiilonb6z6
idépontokban végezték. Mig mi 60 perces ex vivo adatokat értékeltiink,
addig Szabd és munkatarsai 90 perccel a radiotracer iv. beadasa utan
detektaltdk eredményeiket, és feltételezziik, hogy a 60 és 90 perc kozotti
jelentds nyomjelz6 kimosodas magyardzhatja a nyomjelzé koncentraciok
kozott megfigyelt kiilonbségeket. A [?Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB magas
tumorfelhalmozddasa, elhanyagolhatd hattéraktivitas mellett (a vesék és a
maj kivételével) optimalis tumor-hattér ardnyt eredményezett, ami a kép
kiértékelése szempontjabol dontd jelentdségli. Mindazonaltal a vese- vagy
majmalignitasok azonositasat akadalyozhatja a megfelel6 szervek
fiziologidsan magas felvétele. Osszességében az ex vivo adatok is
megerdsitették az *>Mn-jelzett RAMEB tumorspecifikussagat a melanoma
képalkotasaban. Bar uttéré6 eredményeink biztatdoak lehetnek, a
farmakokinetikai optimalizalasra 6sszpontosito vizsgalatokra van sziikség.

A fentieket figyelembe véve kimutattuk a °2Mn-vel jeldlt, Gjonnan

szintetizalt ciklodextrin PET képalkot6 molekula diagnosztikai
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alkalmazasdnak megvalodsithatosagat kisérleti melanoma tumorok
felhasznaldsaval. Mivel a ®Ga- és az 2Mn-jelélt ciklodextrin PET
nyomjelzok igéretes radiotracerek a melanoma kimutatasara, tovabbi, mas
radionuklidokkal jelolt ciklodextrin alapt radiojelzett vegyiileteket kell

létrehozni és értékelni.

3.2. [f1Cu]Cu-KFTG-NAPamid bioldgiai viselkedésének értékelése

[(*Cu]Cu-KFTG-NAPamiddal (az els6 %*Cu alapt radiofarmakon ezen
az alkalmazasi teriileten) végzett kisérleteink alapjan, megallapithat6, hogy
ez a radifarmakon kivalo képességekkel rendelkezik a rosszindulata
melanom tumorok nem-invaziv PET diagnosztikajaban. Az alap komplex
([Cu(KFTG)]") gyors képzbédése, nagy inertsége és mérsékelt SOD-aktivita
mar Onmagaban is elOrevetitette annak alkalmazhatosagat in vivo
korlilmények kozott, amit csak javitott a NAPamid ismert affinitdsa a

melanoma tumorokhoz.

A bioldgiai vizsgalatok eldtt, annak érdekében, hogy informaciot
szerezzimk a [®!Cu]Cu-KFTG-NAPamid plazma-stabilitisarél, a
id6tartama alatt kevesebb, mint 4 %-os aktivitasvesztést tudtunk detektalni,
ami figyelembe véve a kapott diagnosztikai eredményeket kivalonak

mondhato.

Az in vivo és ex vivo eredményekbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a
[!Cu]Cu-KFTG-NAPamid radiotracer az MC1-R pozitiv kisérleti
melanomas daganatokhoz nagy affinitassal kotodik, amit az SUV és a

%ID/gértékek is alatamasztanak.
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Emellett a hattérb6l valdo gyors eliminacid és a vesén keresztiili
kivalasztds révén a [*!Cu]Cu-KFTG-NAPamid kivald képkontrasztot
biztosit, ami jelentdsen megkonnyiti a PET képek kiértékelését, igy az

MC1-R pozitiv tumorok azonositasat is.

3.3. [*®Bi]Bi-DOTA-konjugalt  amidszirmazékok  vizsgalati

eredményeinek értékelése

A korabbi kutatasi eredmények egyértelmlien alatamasztottdk a
radioaktivan jelzett o-MSH anal6gok nagyobb aranyu in vivo felvételét
B16-F10 melanomaban az A375 tumorokhoz képest, amelyek alacsony
MC1-R expresszioval jellemezhetdek. Tafreshi és munkatarsai az MC1-R
receptort  expresszald MM-szelektiv  optikai  diagnosztikumokat
fejlesztettek ki fluoreszcens MC1-R-affin peptidomimetikus ligandum, az
MC1RL-800 eldallitasaval. A in vivo tumorspecifikussaganak felmérésére
I.v. beadasat kovetéen A375 és A375/MCIR tumoros egerekbe,
floureszcens  képalkotast végeztek. A  receptor-pozitiv tumorok
szignifikdnsan megndvekedett felvételi értékei alapjan az alacsony szamu
receptort hordozo tumor felvételi értékéhez képest (p < 0,05), Tafreshi és

munkatarsai bizonyitottak MC1-R-nek a diagnosztikai célpont értékét.

A Nagy és munkatarsai altal végzett vizsgalatban az MC1-R specifikus,
#“Sc-gyel és ®8Ga-cal jelslt DOTA-konjugalt NAPamid kotédési
potencialjat in vitro és in vivo is igazoltak, MC1-R pozitiv A375 melanoma
sejtvonalakban, valamint B16-F10 tumoros C57BL/6 J egerek és A375
tumort hordozé CB17 SCID egerekben. Az in vitro eredmények alapjan —

igazoltdk az MC1-R overexpressziot - mind a %®Ga-, mind a **Sc-jelzett
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NAPamid felvételét a B16-F10 sejtekben, ami meghaladta az A375 sejtekét
(p <0,01).

Vizsgalataik részeként a [44Sc]Sc-DOTA-NAPamid
megemelkedett felvételét [*Sc]Sc-DOTA-NAPamid és a [*®Ga]Ga-
DOTA-NAPamid s.c. fejlodé MC1-receptor pozitiv B16-F10 tumorok
kiemelkedé PET-képkontrasztot biztositottak. A transzlacios adatok
azonban megndvekedett tumor standardizalt felvételi értékeket és T/M
aranyt mutattak a [**Sc]Sc-DOTA-jelzett szarmazék alkalmazasa esetén,
ami megerdsitette annak alkalmazhatosagat melanoma kimutatasara. Az in
vivo és ex vivo eredményekkel Osszhangban, az Osszes vizsgalt anyag
fokozott rendlis felhalmozddasa a mi vizsgalatunkban is megfigyelhetd
volt. Hasonl6 modon a korabbi #4Sc és a ®8GaDOTA-NAPamiddal végzett
kisérletek csekély radioaktivitasrol szamoltak be a mellkasban és szinte
valamennyi hasi szervben. Azonban emelkedett 2*Bi-HOLDamid-
felhalmozddast regisztraltunk a belekben, a gyomorban és a méjban, ami
megfelelt a korabbi 8F-kotési  NAPamid-szarmazékokkal —végzett

vizsgalatok eredményeivel.

Bar a jelen kisérletsorozatban nem vizsgaltuk az id6 vagy a peptidek
mennyiségének hatasat a biodisztribuciora, a jelenlegi szakirodalmi adatok
alapjan néhany szempontot érdemes megemliteni. A peptidek szerkezete,
illetve hossza esetleg befolyasolhatjak a vizsgalt peptidek ex vivo
nyomjelzéanyag-felvételi profiljat. Példaul egy peptid rovidebb
szekvenciaju megfeleldje fokozott elimindcioval iirtilhet a célszervekbdl és
-szovetekbOl. Ez a gyors kiiiriilés alacsony hattéraktivitashoz és igy
magasabb tumor-hattér aranyhoz vezethet, amely nagyban megkdnnyiti a
PET felvételek vizualis értékelhetdségét. Tovabba, a rovidebb molekuldk

25



csak azt az aminosav-motivumot tartalmazhatjak, amely a receptorhoz valo
kotodésért és a tumorcélzasért felelds, mivel a nem specifikus
peptidszegmensek hianya valdszintileg csokkentheti a nem specifikus
kotodést. Ezen kiviil, a mas idépontokban elvégzett ex vivo mérések
tovabbi  informaciot  szolgdltatndnak az  érintett nyomjelzdk
farmakokinetikajarol. Ezért a vizsgalt radiokomplexek felvételi
kinetikajanak jobb megértése érdekében, tobb, a kémiai szerkezetre is
Osszpontositd, vagyis kiterjedtebb  vizsgalatokat kell végezni.
Eredményeink alapjan megfigyeltiik, hogy a B16-F10 MM-ak minden
vizsgalt radiotracerrel egyértelmiien azonosithatdoak voltak. A vizsgalt
anyagok specifikus tumorfelhalmozodasa 2°Bi-jelslt amidszarmazékok
esetén azt jelzi, hogy ezek a vegyiiletek nagy affinitast mutatnak az MC1-
R-t expresszald melanomahoz. Ezért ezek az ijjonnan szintetizalt tumor-
célzo radiotracerek kivaloak MC1-R pozitiv malignus daganatok in vivo
diagnosztikajaban. A 2*Bi-jelslt alfa-sugarzé molekulak alkalmasak
lehetnek a MM célzott radionuklid-kezelésében. Az alfa-emisszios,
receptor-iranyitott amidszarmazékok integralasa a standard human

protokollokba, hozzéjarulhatna a személyre szabott MM-kezeléshez.

3.4. Mellkasi B16-F10 melanoma metasztazisok vizsgalata

Megvizsgaltuk a PGE2 specifikus [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és
[*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB,; illetve a melanokortin-1-receptor (MC1-
R) specifikus [*®Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [**Cu]Cu-KFTG-NAPamid
targetald képességét mellkasi melanoma metasztazisokat hordozo

egerekben.
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Eredményeink azt mutattak - a vartnak megfeleléen -, hogy a primer
tumorokhoz hasonldan a metasztazisokban is jelentds dusulast mutatnak az
altalunk vizsgalt radiofarmakonok. Egyértelmiien megallapithaté volt,
hogy a B16-F10 melanoma sejtek ismerten magas MC1-R expressziojanak
megfelelden a [*8Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [**Cu]Cu-KFTG-NAPamid
mutatott kiemelked6en magasabb aktivitast, mint a radiojelzett RAMEB
ciklodextrinek. Ezt a magas receptor expressziot igazoltdk Cheng és
munkatarsai altal mar 2007-ben publikalt in vitro sejtes és in vivo
vizsgalatok is, amelyekben radionukliddal jelzett o-MSH analogok
nagyfokt duasulasat mutattak a B16-F10 tumorokban. Feltételezéseink
szerint a RAMEB altal targetalt PGE2 mulekuldak és receptorai a
metasztdzisokban — akéarcsak a primer tumorokban — bér jelen vannak, és
autokrin médon termelddnek és hatnak, azonban az MCI1-R receptor
expresszidjahoz képest kisebb mennyiségben talalhatoak meg a tumorban.
Ezzel magyarazhat6, hogy az alacsonyabb [®3Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
és [>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB akkumulaci6. Tovabba véleményiink
szerint, mivel a PGE2 szintézisében szerepet jatszo enzimek mennyisége a
tumor ndvekedésével valtozik, és a PGE2 receptorok expressziojat
befolyasoljak intratumoralis gyulladasok, a hipoxia és az angiogenezissel
Osszefiiggd folyamatok, igy feltételezheté az is, hogy igen jelentds
kiilonbségeket mérhetiink a RAMEB-alapti radiofarmakon akkumulaciot
tekintve egy azonos kisérleti allat azonos tumora esetén két egymast kovetd
napon. Mindezek mellett megallapithato, hogy a PGE2 specifikus
[8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és [*2Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB; illetve
az MC1-R specifikus [#Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [*'Cu]Cu-KFTG-
NAPamid radiofarmakonok alkalmasak a B16-F10 mellkasi metasztazisok

kimutatasara.
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4. Az értekezés uj tudomanyos eredményei

— Sikeresen  eldallitottunk  két a  melanoma  malignum
diagnosztikdjaban  alkalmazhato radiformakont ([??Mn]Mn-
DOATAGA-RAMEB, [®Cu]Cu-KFTG-NAPamid), valamint a
terapas célra alkalmazhaté 2Bi-mal jelslt DOTA-NAPamid,
HOLDamid, FOLDamid és MARSamid szarmazékokat.

— Az eléallitott radiogyogyszerek mindegyikénél bizonyitottuk, hogy
azok nagy affinitdssal k6tédnek a melanoma tumorokhoz.

— Bebizonyitottuk, hogy a ([?*Mn]Mn-DOATAGA-RAMEB
radiofarmakon sikeresen alkalmazhat6 a kisérleti melanoma
tumorok diagnosztikajaban.

— Igazoltuk, hogy az altalunk szintetizalt [*Cu]Cu-KFTG-NAPamid
kivaloé képkontrasztot biztosit, ami jelentdsen megkonnyiti a PET
képek kiértekelését, igy az MC1-R pozitiv tumorok azonositasat is,
koszonhetden a hattérbdl torténd gyors kitiriilésének, valamint a
vesén keresztiili kivalasztasanak.

— A?3Bi-DOTA-NAPamid, HOLDamid, FOLDamid és MARSamid
radiofarmakon vizsgalatanak eredményeivel igazoltuk, hogy azok
mindegyike képes a MM tumorok azonositasara. Azt talaltuk, hogy
a négy vizsgalt szarmazék kozil a [*°Bi]Bi-DOTA-NAPamid
rendelkezik a legjobb tulajdonsagokkal.

— Az elvégzett kisérletek eredményei alapjan megéllapitottuk, hogy a
213Bi-jelslt alfa-sugarzé molekulak alkalmasak lehetnek a MM
célzott radionuklid-kezelésében, ami hozzdjarulhatna a személyre
szabott terapiahoz a human diagnosztikaban.

— A PGE2 specifikus [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB ¢és [*?Mn]Mn-
DOTAGA-RAMEB, valamint az MC1-R specifikus [*®Ga]Ga-
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DOTA-NAPamid és [*'Cu]Cu-KFTG-NAPamid 6sszehasonlito
vizsgalatanak eredményeibdl, amelyet mellkasi melanoma
metasztazisokat hordoz6 egereken végeztliink, megallapitottuk,
hogy a metasztazisokban is jelentds dusulast mutatnak a vizsgalt
radiofarmakonok. Tovabba, azt is kijelenthetjiik, hogy a [8Ga]Ga-
DOTA-NAPamid és [F'Cu]Cu-KFTG-NAPamid radiotrészerek
jelentdsen magasabb aktivitdst mutattak, mint a radiojelzett

RAMERB ciklodextrinek.
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5. Osszefoglalas

Doktori munkém soran célul tiiztiik ki, hogy olyan a gyakorlatban
is alkalmazhaté radiotrészereket fejlesztiink, amelyek alkalmasak a
melanoma malignum PET diagnosztikajara, igy eldéallitottunk és
tanulmanyoztunk szamos *?Mn, ®1Cu és ?'®Bi izotoppal jelolt DOTAGA
(°**Mn), DOTA (*Bi) és 15aneNs-alapt (®*Cu) radiofarmakont, amelyeket
a tumorspecifikussag eléréséhez *>Mn esetében RAMEB, %'Cu esetében
NAPamid, mig a 213Bj esetében NAP-, FOLD-, HOLD- és MARSamid
molekulakkal konjugaltunk. Az eldallitott radiofarmakonok diagnosztikai
potencialjat ezutan B16-F10 melanoma tumoros egérmodellen vizsgaltuk,
majd a kapott eredményeket dsszehasonlitottuk az irodalombdl mar ismert
radiofarmakonok megfelel6 erdményeivel. Vizsgdlatainkhoz tiz hetes
nostény C57BL/6J egereket hasznaltunk, amelyekben a bal vall teriiletén
hoztuk létre az MC1-R pozitiv és PGE2-R pozitiv tumorokat a tumorsejtek
szubkutan injektalasaval, mig a metasztazis modell esetén intravénasan a
lateralis farki vénaba juttattuk be a tumorsejteket. Az in vivo méréseket a
tanszék MInIPET-II szkennerével hajtottuk végre, mig az ex vivo

vizsgalatokhoz egy kalibralt PerkinElmer gammaszamlalot alkalmaztunk.

A kisérleteink soran kapott eredmények azt mutattdk, hogy a
[*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB potencialis radiofarmakon alkalmas a
rosszindulati melanoma tumorok PET diagnosztikdjara. Ugyanakkor az
agens gyors eliminacios kinetikaja és vesefelvétele kizarhatja hosszabb

folyamatok vizsgélatara torténd alkalmazasat.

A ®Cu]Cu-KFTG-NAPamid farmakonnal végzett vizsgalataink
eredményébdl kideriilt, hogy az 4gens nagy affinitassal kotédik az MC1-R
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pozitiv kisérleti melanomés daganatokhoz ¢és kivaldo képkontrasztot

biztosit, ami megkonnyiti a PET képek kiértékelését.

A 22Bi-vel jelolt, DOTA-konjugalt, MC1-R-affinitasa o-MSH-
analogok vizsgalata azt mutatta, hogy mind a négy radiotrészer specifikus
kotédést mutat az MC1-R B16-F10 tumorokhoz. A legmagasabb felvételi
értékeket a NAP- és a FOLDamid szarmazékok esetében mértiik, igy ezek

akar jelent6s szerepet is jatszhatnak az MM tumorok PET képalkotasaban.

Végezetiil, a PGE2 specifikus [®®Ga]Ga- ¢és [*>Mn]Mn-DOTAGA-
RAMEB, valamint a MC1-R specifikus [®Ga]Ga-DOTA-NAPamid és
[1Cu]Cu-KFTG-NAPamid agensekkel elvégzett vizsgalataink, amelyek
mellkasi B16-F10 melanoma metasztazisok azonositasara iranyultak, azt
mutattak, hogy mind a négy anyag kifejezett diisulast mutatott, mig az a
kontroll allatokban nem volt megfigyelhet. A NAPamid szarmazékok
esetén magasabb halmozddast tudtunk detektdlni, melyek az sc tumor

vizsgalat eredményeivel korrelalnak.
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