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1. Bevezetés

A WHO (Egészségiigyi Vilagszervezet) jelentése szerint 2020-ban vilagszerte kézel 10
millio halalesetet okoztak a kiillonb6z6 tumoros megbetegedések. Az elmult évtizedekben a
tobb mint 120 féle raktipus gydgymoddjanak megtalalasara forditott jelentds kutatasi
erofeszitések ellenére a rendelkezésre allo terapias lehetdségek gyakran korlatozottak, ezért az
elvaltozasok korai diagnosztikaja képalkotd technikakkal, mint példaul a pozitronemisszios
tomografia (PET), kulcsfontossagli a hossz tavu taléléshez. A PET technikdhoz olyan
radionuklidokra van sziikség, amelyek tobb kovetelménynek is megfelelnek, mint példaul: (i)
a sugarzas energidja olyan tartomdnyban legyen, amely elég magas ahhoz, hogy kijusson a
beteg testébol, de elég alacsony ahhoz, hogy a detektorok altal érzékelhetd legyen (PET esetén
511 keV); (i) az adott radionuklid felezési idejének (t12) elég hosszunak kell lennie, hogy a
radiofarmakon eléallitasa utan a vizsgalni kivant elvaltozas vagy bioldgiai folyamat vizsgalhatd
legyen, de elég rovidnek kell lennie ahhoz, hogy elkeriiljiik a vizsgalt szovetek és szervek
jelent6s karosodasat; (iii) a radionuklidoknak olcsoénak és konnyen hozzaférhetonek kell

lennitk.

A rosszindulati melanoma jelentds kozegészségiigyi probléma, amelynek eléfordulasa és az
ebbdl eredd halalozas folyamatosan novekszik a kaukazusi népesség korében, ezért idében
torténd felismerése rendkiviil fontos’S, igy az elmult évtizedekben az eziranyu kutatdsok
dinamikusan fejlddtek*°. A melanoma folyamatosan ndvekvé incidenciaja®’ mellett komoly
kockazatot jelent jelentds attétképzé képessége®®, amely folyamat a betegség igen korai
stddiumaban elindul és sokszor a még kis méretli primer tumor mellet mar szamos szervben
megjelennek a metasztazisok (példaul: agy, méj tiidé, stb.). Eppen ezért fontos a betegség korai
felismerése, hiszen az attétek kialakulasa jelentsen csokkenti a betegek tulélési esélyeit'22,
A PET technika maig leggyakrabban alkalmazott agense a 2-[*®F]fluoro-2-deoxi-d-gliik6z
([*®F]FDG), amely gliikkozszarmazékként rendkiviil jo potenciallal rendelkezik a
megndvekedett metabolikus aktivitassal rendelkezd elvaltozasok diagnosztikajaban®4,
Ugyanakkor, a [*®F]FDG alkalmazasanak megvannak a maga hatranyai is, hiszen a gyulladasos
folyamatok soran is jelentds akkumulalédast mutat, valamint a kozponti idegrendszer sejtjei is
jelentdsen  halmozzdk, amely nagymértékben megneheziti a  kapott  képek
elemzését/értelmezését, a beteg és egészséges szdvetek elkiilonitését. Ezeken til, a [ F]FDG

altalanos tumordiagnosztikumnak minésiil'>!®, hiszen nem specifikus egyetlen raktipusra sem,

igy egyenletesen oszlik el a szervezetben.



A szerv, vagy szoOvetspecifikussag eléréséhez olyan nyomjelzOk (target molekuldk)
alkalmazasara van sziikség, amelyek nagy affinitast mutatnak az adott tipust elvaltozasokhoz,
a bejuttatott radiofarmakont stabilan és hosszabb id6n keresztiil képesek a célsejtekhez kotni,

igy novelve a PET technika hatékonysagat.

Doktori munkam soran *2Mn, 81Cu és #*Bi izotopokkal jeldlt radiofarmakonokat allitottunk
el és vizsgaltuk azok tumorcélzd képességét ¢és diagnosztikai potencialjat PET alkalmazéasok
tekintetében. Az eldallitott anyagok DOTAGA (*?Mn), DOTA (***Bi) és 15aneNs-alapu (5Cu)
kelatorokat tartalmaztak a radioaktiv fémionok megkotésére. A tumorspecifikussag eléréséhez
a °?Mn esetében RAMEB, °Cu esetében NAPamid, mig a ?!*Bi esetében NAP-, FOLD-,
HOLD- és MARSamid molekulakat alkalmaztunk.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Pozitron emisszids tomografia (PET)

A PET az egyik legmodernebb funkcionalis képalkoto eljaras, amikor pozitront (e) sugarzo
izotopokkal megjelolt molekulak felhasznaldsaval abrazoljuk a szervezetben aktualisan zajlo
biokémiai folyamatokat. Az izotop bomlasakor pozitront () bocsat ki, amely a szovetekben
az ugynevezett annihilacié soran egy elektronnal talalkozik és megsemmisiil, amely folyamat
soran két, egymassal ellentétes iranyban mozgdé gamma-fotonna (energiajuk 511keV) alakul.
Ezeket a fotonokat detektiljuk a vizsgalt test koriil kor alakban elhelyezett kamerak
segitségével, majd szamitdgépes jelatalakitast kovetden kialakul a PET kép. Az annihilécio
helyének meghatirozasaban annak van dont6 szerepe, hogy a folyamat soran képzddé fotonpar
tagjainak becsapodasa a detektorokba némi idokiilonbséget mutat, igy ez alapjan szamithatova

valik a pozitron szervezetbeni megsemmisiilésének helye.

Pozitron emissziés tomografia

1. abra. A PET képalkotas elvi dbraja’’.



2.1.1. Laboratériumi Kisallat PET

Olyan képalkoté modszer, mely alkalmas kistesti(i laboratoriumi allatokban aktualisan zajlo
biokémiai folyamatok leképezésére. A PET rendkiviili érzékenysége miatt alkalmas a mas
technikdkkal mar nem mérhetd koncentracioban jelenlevé anyagok vizsgalatara akar
receptorszinten is. Ezen berendezések felépitésiikben megegyeznek a human betegellatasban
hasznalt késziilékekkel, csak kisebb méretiick. Mivel a PET nem-invaziv technika, egy
radioaktiv agens bioldgiai eloszlasa egyetlen €16 allatban is meghatarozhatd, majd a folyamat
napokig vagy hetekig ismételhet6 ugyanazt az egyedet felhasznalva. Mivel ugyanaz az az egyed
hasznalhat6 minden idépontban, dnmaga kontrolljaként szolgal, kikiiszobolve ezzel az allatok
kozotti anatdmiai €s egyéb kiilonbségeket. A hagyomanyos invaziv mddszerekkel ellentétben,
az egy vizsgalatsorozathoz sziikséges allatok mennyisége is csokkenthetd, igy a vizsgélatok
gazdasagosabbd tehetok. Ez 6sszhangban van a kisérletekhez felhasznalt laboratoriumi allatok
szamanak csokkentésére iranyuld ,,Az allatok védelmérdl és kiméletérdl” szolo 1998. évi

XXVIIL torvény, valamint az allatkisérletekrdl szolo 40/2013. (II. 14.) kormanyrendelettel.

Szamos pozitronnal jeldlt vegyiiletet allitottak elé az elmilt évtizedekben'®, ezaltal kitagitva

a PET vizsgalat altal mérhetd biologiai folyamatok listajat®®

. A specifikus enzimek, fehérjék,
receptorok és gének szintjén mikod6 folyamatok non-invaziv modon torténé megjelenitése
radiotracerek alkalmazasaval, tették a PET technikat mara széles korben alkalmazhatdva és
elfogadottd, nemcsak a laboratoriumi allatokon végzett kisérletekben, de a human felhasznalas
teriiletén is. Ezen modszer fontos elonye az, hogy athidald vizsgalatokat tesz lehetévé az
allatmodell és a human tanulméanyok kozott. Ugyanakkor sarkalatos pontja az allatkisérletekben
megszerzett tudasnak, hogy az adott vizsgalatokhoz alkalmazott kisérleti allatmodell mennyire
megbizhatdan vetiti elére a human eredményeket. Mivel a PET diagnosztika lehet6séget teremt
arra, hogy ugyanazon kisérleteket kiilonbozo €16lényeken is hasonld modon végezhessiik el,
biztositja a kozvetlen Osszehasonlitas lehetdségét és az allatmodell adatainak megfeleld
értelmezését. Napjainkban a magas kezdeti felszerelési koltség, a PET szkennerek, és a PET
nyomjelz6k magas ara miatt a laboratériumi kisallat PET vizsgalatokat kevés kutato intézet
engedheti meg maganak. Ugyanakkor, rendkiviili érzékenységének, ezaltal j6 diagnosztikai
potencialjanak kdszonhetden, felhasznaldsa irant gyorsan névekszik az érdeklodés a bioldgiai

tudomanyok, valamint a gydgyszerészet €s a biotechnolédgia teriiletén is.
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2. abra. A Debreceni Egyetem, Nuklearis Medicina Tanszék MiniPET-II késziiléke

2.2. Nuklearis medicinaban alkalmazott radionuklidok

Az 1. tablazat a PET mérések soran leggyakrabban alkalmazott izotopokat mutatja be. Mivel
a 4 leggyakrabban alkalmazott PET izotop (*!C, 13N, °0 és 18F) felezési ideje viszonylag rovid
(sorrendben 20,4, 10, 2,5 és 109 perc), igy nagy mennyiségben ¢és lehetéleg gyors radiokémiai

modszerekkel sziikséges eldallitani ezeket a molekulakat

1. tablazat. A PET technikaban leggyakrabban alkalmazott radioaktiv izotopok vegyjele, felezési

ideje és a gyartasukhoz sziikséges laboratoriumi felszereltség

Izotop jele | Felezési idd (t12) | Eldallitds helye
50 2,5 perc ciklotron
=\ 9,9 perc ciklotron
e 20,4 perc ciklotron
18F 109,7 perc ciklotron
2Cu 9,74 perc generator
®4cy 764,4 perc ciklotron
8Ga 68 perc generator
82Rb 1,25 perc generator
124) 6019,2 perc ciklotron
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Ciklotronnal nem rendelkezé PET-diagnosztikai kozpontokba a *8F-jelzett nyomjelzok szallitasa
ugyan megvaldsithatd napjainkban, azonban viszonylag rovid felezési ideje miatt csak
korlatozott tavolsagon beliil.

A ciklotronban torténé radionuklid eldallitds igen koltséges, igy nem sok kutato- és
egészségligyl intézetben taldlhatd meg ez a lehetdség, ezért gyakran a PET vizsgalatokban
alkalmazott béta-sugarzé izotdpok eldallitasanak egy lehetséges alternativajaként alkalmazzak a
radionuklid generatorokat, melyek biztositjak a PET vizsgalatok kivitelezését ciklotronnal nem
rendelkez6 helyeken is (3. abra). A generator egy zart rendszer, amelyben egy hosszabb felezési
idovel rendelkez6 anyaelem bomlédsa sordan révidebb felezési idejii leanyelem képzddik, igy
biztosithaté a radionuklid eldallitas helyi szinten. A generatorban egy hordozén megkdtve
talalhato az anyaelem, amelyrdl a leanyelem meghatarozott idok6zonként, megfelel oldoszerrel
elualhato. Altaldban a generatorok ,,relative alacsony” koltségii, viszonylag rugalmas alternativat

jelenthetnek a specialis PET tracer helyszini kinyeréséhez®°.

3. abra. %Ge/®®Ga generator (Ecklert&Ziegler-Németorszag)
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2.3. Melanoma malignum
2.3.1. Melanoma malignum altalinos jellemz6i

A melanoma malugnum (MM) az egyik legagresszivabb bordaganat, amely a
melanocitdknak nevezett pigmenttermeld sejtekbdl alakul ki. Ez a betegség eldrehaladott
allapotban rendkiviil rossz prognozissal rendelkezik a fokozott metasztatikus?* és angiogén
tulajdonsaga??, valamint a kezelésekkel szemben mutatott rezisztenciaja miatt. Az angiogenezis
kritikus pont a legtdbb human tumor kialakulasdban® (a daganatok tobb mint 90%-a igy
viselkedik), amely al6l a MM sem kivétel, igy a rosszindulata elvaltozas kialakulasat kovetden
relative rovid idén beliil megindul az 0j erek kialakulasanak folyamata. Ebbdl kifolyolag, a
primer tumor korai felismerése és annak eltavolitasa miitéti iton kulcsfontossagu, amelyet a
folyamatos sziirdvizsgalatok biztosithatnak. Annak ellenére, hogy vilagszerte igyekeznek
novelni a szlirOvizsgalatokba bevont emberek szamat, a betegség elérehaladott stadiumaban
diagnosztizaltak szdma folyamatosan ndvekszik, ami napjainkban koriilbeliil 130,000-re tehetd
éves szinten, amelyért elsGsorban a tulzasba vitt napozas, illetve a napfénynek valo kitettség
tehetd felelossé. Az elmult évtizedekben sokat lehetett hallani az elvékonyodd 6zonrétegrol,

aminek hozadéka a foldfelszint éré UV sugarzas erdsségének ndvekedése?,

A bor felso rétegében talalhatdo melanocytak, termelik a melanin pigmentet (harom fajtajat
kiilonboztetjiik meg: eumelanin, pheomelanin és neuromelanin), melynek feladata a bor
védelme az erls sugarzas ellen és attdl fiiggden, hogy adott foldrajzi teriileten milyen a
beérkezd sugarzds mennyisége, gondoskodik az egyes rasszok borszinéért. Roviden
megfogalmazva, minél nagyobb az UV-sugarzasnak valo kitettség, annal tobb melanin
termelddik, tehat anndl sotétebb lesz az egyes emberek borszine. Ez a folyamat jatszodik le
napozas hatdsara is, ezért barnulunk. Probléma akkor jelentkezik, ha a nagyenergidgju UV
sugarzas képes a sejtekben DNS-karosodast eldidézni, amely mutaciokhoz vezet, indikalva a

kontroll nélkiili sejtnovekedést>>2®.

A korfolyamat agresszivitasa abbol ered, hogy a tumorsejtek gyorsan novekednek a
kapillarisok felé, majd metasztazisokat képeznek, még tigy is, ha a primer daganat mérete Kicsi.
A metasztazisok jelenléte dramaian csdkkenti a varhato élettartam hosszat (az 5 éves talélés 5-
19%)?3, ezért a betegség korai felismerése és lokalizalasa az orvosi képalkotdo modszerek

segitségével, donté fontossagh a betegek életkilatasai szempontjabol?’ 28,

A MM az elézdekben vazoltak miatt a kisérletes onkologiai kutatasok fokuszéaba keriilt. A

korai felismerés azért is fontos, mert a MM taldn az egyetlen rosszindulata raktipus, amelyet
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korai szakaszban eltavolitva, a teljes felépiilés szinte bizonyos?®. A 0. stadiumban folfedezett
elvaltozas, amikor még nem érintettek a nyirok- és vérerek, sebészeti eltavolitasat kovetden a

kitjulas esélye mindossze 3-5%%.

A terapia tekintetében azt mondhatjuk, hogy az elmult évek jelentds fejlodést hoztak a
kiilonb6z6 modszerek terén a MM patogenezise molekuldris szinti megértésének
koszonhetéen. Az 0j modszerek kozott emlithetjiik a célzott terapiakat, amelyek citosztatikus
anyagokat felhasznalva akadalyozzak a sejtosztodasat, de ide tartoznak az immunterapiak is,

ahol a szervezet immunvalaszat fokozzak a kialakult tumorral szemben?’L,

2.4. Melanoma malignum diagnosztikai jellemzo6i
2.4.1. Prosztaglandin E2 receptor

A prosztaglandin E2 receptor, mas néven EP2, a prosztaglandin E2 (PGE2) receptora,
amelyet az emberi PTGER2 gén koédol. Ez az egyik a négy azonositott EP receptor koziil, a
tovabbiak az EP1, EP3 és EP4 (4. abra).

Ismert tény, hogy a PGE2 az egyik legfontosabb lipidmediator, amely részt vesz a kronikus
gyulladasos folyamatokban és kdzvetlen szerepe van a tumorok kialakuldsaban azéltal, hogy
az attétképzést, és az angiogenezist iS. A PGE2 szintézisében szerepet jatszoé enzimek

expresszidja egyenes aranyban all a tumor ndvekedésével és az attétképzéssel is2,

Mivel a prosztaglandin E2 és receptorai szoros kapcsolatban allnak a tumorgenezissel®?%,

egyértelmli, hogy a PGE2-receptor szerepe kulcsfontossagu az azt expresszaldé tumorok
diagnosztikdjaban. Ezen tilmenden a ciklodextrin molekulak képesek a PGE2-vel komplexeket
képezni, ebbdl kifolyodlag tokéletes molekularis célpontoknak tiinnek a PGE2-receptor pozitiv
malignus daganatokat célzé tumorszelektiv radiotracerek kifejlesztéséhez3®#2. Korabbi
eredményeink megerdsitik azt a feltevést, hogy a %Ga-val jelslt, random metilezett béta-
ciklodextrin (RAMEB) ([*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB) hatékonyan alkalmazhatéo a PGE2-
pozitiv B16-F10 melanomas daganatok in vivo azonositisara*®, azonban melanoma malignum
attétek diagnosztikdjaban még nem alkalmaztik, igy ilyen kisérletet is terveztiink méréseink
soran. A PGE2-t expresszal6 BxPC-3 xenograftok magas [2%°?%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB
felvétele bizonyitotta, hogy kiilonboz6 radionuklidok alkalmazasa a targetald molekulaban

nincs jelentds hatassal a ciklodextrinek PET képalkot6 tulajdonsagéra.
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4. abra. Az EP-receptorok sematikus abrazolasa. A PGE2 aktivitasat négy G-fehérje-kapcsolt
receptorral (GPCR), nevezetesen az EP1-EP4 receptorokkal valo kdlcsonhatas kozvetiti. Minden

egyes EP-receptor kiilon jelatviteli utvonallal rendelkezik*.

Ezen igéretes kezdeti eredmények ellenére azonban a rovid élettartamu ®Ga- vagy 2°>2%Bi-

izotopok alkalmazasdnak hatranya az, hogy nem hasznalhatéak hosszabb kémiai szintézisek,

illetve nagyobb id&intervallumot lefedd PET mérések soran®>*.

Ezen hidanyossag
kikiiszobolésére a hosszu felezési idejii mangan-52 (°2Mn; t1.=5,59 nap, =242 KeV)
alkalmasabb PET-radionuklidnak tiinik a PGE2-receptor pozitiv tumorok diagnosztikajaban*?-
%, A 52Mn felezési ideje nemcsak a lassabb kinetikdji molekuldk (pl. a liposzémakkal

komplexképzé ciklodextrinek) in Vivo monitorozasat teszi lehetdvé® >3, de

elegendd 1dot
biztosit a tavoli laboratoriumokba torténd szallitashoz is, valamint kiterjedtebb kutatas
elvégzéséhez *2Mn radionukliddal torténd szintézis célravezetd lehet. Mindezen til, a 5Mn-vel
jelolt DOTA-komplexekkel és DOTA-TRC105-tel (kiméra human/murina immunglobulin G
(IgG1)) végzett korabbi vizsgalatok bebizonyitottak, hogy az >Mn idealis a PET-képalkotasban
valé felhasznalasra®™®. A fentieket figyelembe véve feltételeztiik, hogy az °2Mn pozitront
sugarzo radionukliddal jelzett ciklodextrinek alkalmasak lehetnek a melanoma malignum PET-

diagnosztikajaban.
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2.4.2. Melanokortin 1 receptor

A melanokortinok dontd szerepet jatszanak a stresszvalasz, a gyulladds és a bor

crer

crer

kialakulasanak jelatvitelében jatszik dontd szerepet.>®

a-MSH (melanocita stimulalé hormon)

o)

Melanocita
Adenilétcikiaz 2L d Lt b e bbbbbbd

7%
@ e

Melanocortin 1 receptor
(MC1R)

PKA

Prométer: genom
stabilitas

TYR

DCT
@ —)- | \elanin szintézis

5. 4bra. Az MC1-R jelatviteli Gitvonala a melanocitdkban®®
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A MCI1-R expresszidja alacsonyabb szintii a melanocitakban, azonban a melanomasejtek
célpontjava®. Korabbi in vitro és in vivo vizsgalatok is beszdmoltak arrdl, hogy a radioaktivan
jelzett o-MSH analoégok nagyfoku felvételét mutattadk a B16-F10 tumorokban, ami a
szignifikans MC1-R expresszidval magyarazhato. A receptor kotddési kapacitast kiszamitottak,

amelyre megkozelitdleg 22 000 kotShely/sejt>® értéket kaptak.

Az elmult évtizedben szamos melanomaspecifikus radiojelzett molekulat (pl. antitestek)®®
o-MSH receptor (alfa-melanocyta-stimulalé hormon) ligandumot®® és  benzamid
szarmazékokat® fejlesztettek ki a melanoma PET képalkotdsara, amelyek a melanokortin-1
receptort (MC1-R) - mint G-fehérje-kapcsolt sejtmembran receptor - célozzak>>**. Az a-MSH
analogok, pédaul a NAPamid peptid, specifikusan kotédnek az MC1-R receptorokhoz. Az in
vivo preklinikai PET-képalkotashoz tobb 84Cu-,%4 $8Ga-, 44Sc- %5 18F- 66 11| g5 9¥MTc-jelzett®’

NAPamid anal6grol szamoltak be, mint potencialis melanoma-specifikus radiofarmakon.

A széles kdrben hasznalt **Cu-izotopon kiviil mas rézizotopok is jelentds figyelmet kaptak
a nukledris gyogyaszatban ¢s a radiokémidban a MM diagnosztikai €s terapias alkalmazasaval

kapcsolatban®®,

Az in vivo molekularis képalkotasra alkalmas réz izotopok koziil (°Cu (ti2 = 23,7 perc, %),
®1Cu (ti2= 3,33 ora, f*), %2Cu (tu2 = 9,67 perc, f*) és ®*Cu (tiz = 12,70 h, f* és 7)), a relative
hosszu felezési idejii és elényds fizikai paraméterekkel rendelkezd ®1Cu-t alkalmaztuk, amely
ciklotronban (B*: 1159 keV; y: 511 keV) eldallithato. Ennek az izotopnak nagy elénye, hogy
viszonylag hosszu felezési ideje lehetdveé teszi szallitasat olyan nem tal tavoli PET-képalkoto
klinikai kdzpontokba, ahol nem all rendelkezésre ciklotron.®®"® Emellett eldallitasa olcsobb is,

mint a legtobb pozitront kibocsatd izotopé.

Az elmult évtizedekben jelentds energiat forditottak olyan kelatorok tervezésére és
szintézisére, amelyek rendkiviil stabil és inert komplexeket képeznek a Cu(Il)-ionnal. Ezek a
makrociklusos  fémkotd  ligandumok  tobbnyire a 12 tagd ciklén (1,4,7,10-
tetraazaciklodododekan) és a 14 tagu ciklam (1,4,8,11-tetraazaciklotetradekdn) szarmazékai.
Ezek a szarmazékok, az ugynevezett keresztkotott ligandumok csoportjaba tartoznak, ahol a
makrociklusban egymassal szemben elhelyezkedd N-donor atomok még egy metilén hiddal
0ssze vannak kapcsolva, igy novelve maganak a ligandumnak ¢és a kialakul6 komplexnek a
stabilitdsat "+72, Az igy eléallitott komplex vegyiiletek vizsgélati eredményei azt mutattak, hogy

ez a modositas a képzddo réz(Il)komplexek rendkiviil nagy inertségét eredményezte az in vivo
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lejatszodé disszociacioval szemben, amikor a fémion kiszabadulhat a kté molekulabol.”® Bar
a keresztkotott Cu(Il)-kelatok inertsége figyelemre méltd, szintézisiik gyakran kiilonlegesen
extrém koriilményeket igényel (pl. szerves olddszer, magas hdmérséklet, hosszu reakcididd
sth.).”> A nagy stabilitds és inertség mellet tovabbi fontos paraméter a gyors
komplexképzédés’™, ami jelentds tényezé a rovidebb felezési idejii izotopokkal torténd jelolés
esetén. Fontos tényezé még a redukcioval szembeni ellenallas’, hogy az in vivo alkalmazas
soran ne vesszen el a diagnosztikai potencidl azaltal, hogy a kdzponti fémion redukciojat
kdvetden szétesik az alkalmazott radiofarmakon. Osszeségében azt mondhatjuk, hogy a valédi
feladat egy ésszerli egyensily megtalalasa a kiilonboz6 tulajdonsagok kozott a széleskoru
alkalmazas érdekében, kiilondsen a hossz/rovid élettartamu radioizotépokkal végzett
munkaban. Vizsgalataink sordn ugy talaltuk, hogy lehetséges megoldast nyujthat ennek a
probléméanak a megoldasara a CB-15aneNs ligandumcsalad’® alkalmazisa. Korabbi
eredmények bizonyitottdk, hogy a CB-15aneNs és bifunkcids szarmazéka — pNO2Bn-CB-
15aneNs — megfeleld termodinamikai stabilitassal’’, gyors képzdédési reakcioban alakit ki
komplexet a réz(Il)ionnal, tovabbd a kialakult kelatok megfeleléen nagy inertséggel
rendelkeznek az in vivo felhasznalashoz. Ezekb6l az eredményekbdl kiindulva gondoltuk ugy,
hogy ennek a kelatorcsaladnak az alkalmazasa lehetdséget teremt a MM diagnosztikajara,
amennyiben ellatjuk azokat a megfeleld, példaul NAPamid, biovektorokkal’®. Mivel a
pNO2Bn-CB-15aneNs ligandum nitrobenzil linkercsoportjat redukalnunk kellett volna a
kapcsolasi reakciok el6tt, hogy aminocsoportokat alakitsunk ki, ezért inkdbb ugy dontéttiink,
hogy a nitrobenzilcsoportot benzoesavcsoporttal helyettesitjiikk, ami alkalmasabb volt a
konjugélashoz. Ezt az ,,4j” kelatort (pBna-CB-15aneNs, masnéven KFTG) természetesen

szintén teszteltiik az in vivo vizsgalatok eldtt™.

A [[**Cu]Cu(pBna-CB-15aneNs)]?* komplex kivalé kémiai tulajdonsagai miatt célul tiiztiik
ki, hogy Ujonnan szintetizalt radiofarmakonnal terveziink in vivo kisérleteket, amelyben a
S1Cu(Il)-izotopot alkalmazzuk (kénnyii és olcso eldallitisa ciklotronban cinkbél, jo fizikai
paraméterei, mint példaul bomlasi felezési ideje, ti2 = 3,3 o6ra) NAPamid fehérjével, mely

melanoma specifikussaga irodalmi adatokban szerepel.®

A melanokortin 1 receptor (MC1-R) a legtobb primer és metasztatikus melanomasejten

overexpressziot mutat®28182

, ezért béta-sugarzo radioizotoppal jelzett MC1-R ligandumok
alkalmasak a melanoma diagnozisara, illetve a metasztazisok azonositasara pozitronemisszios
tomografiaval. Szamos preklinikai vizsgalat igazolta az MC1-R-t célzo, radioaktivan jelzett

(*8Ga, ™MIn, 8F, 21Bj, ®Cu, **Sc, ®MTc) amidszarmazékok (NAP,- HOLD,- MARS, -
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FOLDamid) diagnosztikus alkalmazhatosagat a  kisérleti melanomas daganatok
kimutatasaban!®°864.656781-86 A 88G4 j70toppal jelzett NAPamid ([®Ga]Ga-DOTA-NAPamid)
B16-F10 melanomas tumorokban vald nagyfoku felvétele és a gyenge hattéraktivitasa®®®’

igazolja ezen radiofarmakon melanoma specifikussagat.

A diagnosztikai alkalmazasok mellett azonban sziikség van olyan MC1-R célzott terapias
radiotracerek kifejlesztésére, melyek a-, f-sugarzassal vagy Auger-elektron emisszioval
elpusztitjdk a melanoma sejteket. A jelenleg létez6 MC1-R-irdnyitott ReO ciklizalt DOTA-
[Cys3,4,10,D-Phe7] alfa-MSH3-13 (CCMSH) molekulak, koztiik a ®Re-(Arg11)CCMSH, a
[??Pb]Pb-DOTA-DOTA-Re  (Argl1)CCMSH, [*Lu]Lu, - és [*Y]Y-DOTA-
Re(Argl1)CCMSH, - és [*Y]Y-DOTA-Re(Argl1)CCMSH sikeresnek bizonyultak az MM
terapias eszkoztaraban a kovetkezé okok miatt: meghosszabbitottak a betegek atlagos talélési
idejét, csokkentették a daganatok ndvekedési ratajat és remisszidt eredményeztek, tovabba a
peptidek fémkomplexekkel torténd kapcsolasa ellenallova tette azokat az in vivo lebomlassal

szemben®-20,

A fentebb emlitett izotopok mellett, az alfa-sugarzé bizmut-213 (*°Bi, ti, = 45,6 perc,
E«=8,4 MeV) is potencialis jelolt terapias szempontbol, hiszen nagy lineéris energiaatvitellel
(LET) (=100 keV/um) és rendkiviil rovid a uttal (40-80 um) rendelkezik, illetve Actinum-
225/Bismuth-213  (*®Ac/*®Bi) generatorrendszerbél nyerheté®. A 2Bi-radioizotopok
komplexalasara kifejlesztett kelatorok pedig, amelyek a jol ismert DOTA és a DTPA
ligandumok szarmazékai, alkalmasak a 2Bi(lll)-at stabil és inert formaban kotni®2. Ezen
tulajdonsagok alapjan, a 2°Bi-jelzett dgensek mind diagnosztikai, mind terapias teriileten

egyarant jol alkalmazhato radiofarmakonoknak tekinthetok.

Az MM-specifikus radioizotopok hatékonysaga nagymértékben valtozik a LET-érték
fliggvényében. Tekintettel a LET-érték (linearis energia transzfer) és az alfa-sugarzas rovid
uthosszara (2-10 sejt), az a-sugarzok erdteljes pusztitd hatast fejtenek ki a tumorsejtekre és a
kapcsolédd mikrokdrnyezetre anélkiil, hogy szignifikans karos toxicitdst okozndnak a

szomszédos egészséges szovetekben®.

A nagy energidju LET révén az alfa-sugéarzas kettdsszal- és klaszter DNS-toréseket okoz,
valamint az apoptotikus mechanizmusokhoz kapcsolddo intracellularis folyamatok széles korét
aktivalja, mint az autofagia és nekrozis®*. Sem a sejtek sejtciklusbeli allapota, sem az
oxigénellatds szintje nem befolyasolja az alfa-sugarzok tumorsejt-616 hatasat %. Ezért ezek az

alfa-sugarzo radionuklidok alkalmazhatoak lehetnek a célzott rakkezelésben. Ezzel szemben,
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barmennyire is elterjedtek a f-sugarzok a nagy tomegii tumorok eliminalasaban, az a tény, hogy
jelentds az egészséges szovetek karosodasa is, tovabbra is problémassa teszi azok alkalmazasat
a rutinszerti terapiaban®®. Az alfa- és béta-sugarzok mellett szoba johetnek még az ugynevezett
Auger-elektron emitterek is, amelyek szintén magas LET-értékkel és ultrar6vid tthosszal
jellemezhet6k, ugyanakkor alkalmazasukhoz nélkiilézhetetlen azok sejtfelszinre, vagy

sejtmagjaba valé bejutisa a megfeleld citotoxikus hatés elérésé¢hez®’.

2.5. Targetalé molekulak

Egy potencialis target peptidnek, illetve mas erre a célra alkalmazott molekulanak szamos
feltételnek kell megfelelni, Ggymint: nagy affinitassal és szelektiven kell kotddjon olyan
sejtfelszini receptorhoz, melybdl a tumorsejtek legalabb haromszor annyit fejeznek ki, mint az

egészségesek.

2.5.1. Ciklodextrinek

A ciklodextrinek (CD) gytriis oligoszacharidok, amelyek a természetben is gyakran
eléfordulnak és a-1,4 glikozid kotéseken keresztiil dsszekapcsolodo gliikdéz monomerekbdl
allnak.%% Harom f6 tipusuk van, a tartalmazott gliik6z alegységek szama szerint: az a-CD hat,
a f-CD hét, a y-CD pedig nyolc glikoz molekulat tartalmaz (6. abra). A gytri alaka
ciklodextrinek kiilsé feliilete hidrofil, ezért vizben jol oldddnak, a belsé rétegiik pedig
hidrofob'®. Mind a nem-toxikus természetiiknek'°*1%, mind a vizoldhaté tulajdonsaguknak®®®

103,104

készonhetden biotechnolédgiai és gyogyszerészeti alkalmazasuk elterjedt, mint

oldékonysagot konnyitd segédanyag, vagy gyogyszervivd rendszer!®®1% illetve nukleinsav

szallito07108,

Az elsé CD-alapu transzferrin (Tf) targetalt nanorészecskéket (NP) SIRNS szallitoként
alkalmaztak.!® A nem-targetalt, és a Tf-targetalt siRNS NP-ket ciklodextrint tartalmazé
polikation felhasznalasaval szintetizaltdk, majd %*Cu radiojelzést kovetden végeztek méréseket.
A MicroPET a Tf-targetalas elhanyagolhaté hatasat tarta fel a ligandum célba juttatasa,

valamint NP-k a bioldgiai eloszlasanak befolyasolasa terén.

20



e e < |
¢ 3'\ B BN .ﬁ' VIR |
S (n=6) pr J (n=7) 3 & [n =8

\ —m?fﬁ : < 7 Y j(

6. abra. Az a-, a 8- és a y-ciklodextrin kémiai szerkezete!®,

Az NP-k in vivo eloszlasdnak javitisat is tanulminyoztik CD-ek segitségével.
Ritkafoldfém-olajsav NP-ket hoztak 1étre és azokat modositottak a-CD-ek segitségével, hogy
noveljék azok vizoldékonysagat. Ezeket a komplexeket aztan *8F-ral jelslték, hogy mikroPET-
képeket készithessenek. A jelolést kovetden az ex vivo és in vivo megoszlast egereken 5 és 120
perc elteltével vizsgaltak. Az ex vivo mérések az NP-k gyors felhalmozodasat mutatta a majban
(~90,8% injektalt dozis (ID)/g) és 1épben (~62,5% ID/g) 5 perc elteltével, majd a beadast
kovetéen 120 perccel mar a majfelvétel csokkentést mutatott ~57,6% ID/g-ra, mig a 1épben
tovabbi felhalmozodas 18,9% ID/g-kal volt tapasztalhato. Az in vivo microPET képek jo
egyezést mutattak az ex vivo biologiai eredményekkel, és intenziv jelet adtak mar 5 perccel a

beadasa utan.

A CD-alapu nanorészecskék alkalmazasan tul természetesen lehetéség van a CD-eket
kelatképzokoz is kapcsolni, majd azokat radioaktiv fémionnal jelolve kapjuk a megfeleld PET
tracert. Mig a CD-alapii nanorészecskéket, altaldban 54Cu*® vagy ®F izotoppal'!? jelslték,

addig a kelatorral konjugalt CD-re kivalo példa a %8Ga-cal jelslt p-NCS-benzil-NODA-GA
113,114

2.5.2. NAP-, HOLD-, MARS-, FOLD-amid

A NAP-, HOLD-, MARS-, FOLD-amid molekulak (7. dbra) mindegyikét azzal a céllal
allitottak eld, hogy MSH analogként alkalmazhatoak legyenek a MM diagnosztikdjaban,

tovabba, hogy a megfeleld kelatorokhoz kotve, majd azokat terapias izotopokkal komplexalva

crer

mutattak, hogy nemcsak maga a peptid, de a DOTA molekulaval konjugalt valtozat is jelentds
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MC1-R célzo képességel rendelkezik®. Ezenkiviil szamos radiokativ fémionnal jelolt, réz-64
(**Cu), gallium-68 (°8Ga), fluor-18 (*8F), indium-111 (*!In), scandium-44 (*Sc) és
technécium-99m (**™Tc), valamint NAPamiddal kapcsolt 4genst is eldallitottak és bizonyitottak
azok alkalmazhatosagat az MM diagnosztikaja terén®%848¢ Mig a DOTA-NAPamid molekulat
mondhatni részletesen tanulmanyoztik, addig a szerkezetileg analog DOTA-MARSamid,
DOTA-FOLDamid ¢és a DOTA-HOLDamid konjugatumok részletes jellemzése nem tortént

meg.

A diagnosztikai alkalmazdsok mellett mar jelen vannak az irodalomban a terapids

alkalmazasra szant radiofarmakonok is, amelyek 8Re, 212Pb, Y"Lu és *°Y radioizotopokkal

jelolve, bizonyitottak képességiiket a MM gyogyitasaban®®90,
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7. abra. DOTA-NAPamid, -MARSamid, -FOLDamid, -HOLDamid kémiai szerkezete'*®
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3. Célkitiizés

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 €s a kapott eredményeket 6sszehasonlitani a mar
irodalombol ismert melanocortin-1 receptor (MC1-R) specifikus [*®Ga]Ga-DOTA-
NAPamid és PGE2-receptor szelektiv [%8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
radiofarmakonokkal.

Vizsgalni kivantuk az altalunk melanoma kimutatasara fejlesztett MC1-R specifikus
[*!Cu]Cu-KFTG-NAPamid tumorcélzé képességét B16-F10 melanoma modellen és
mellkasi attétein.

Tanulméanyozni akartuk Gjonnan szintetizalt és 2*Bi-vel jelzett MC1-R ligandumok
(DOTA-NAPamid, HOLDamid, MARSamid és FOLDamid) bioldgiai eloszlasat és
experimentalis melanoma tumor célzo6 tulajdonsagait.

Tovéabba, informacidt szerettink volna gyiijteni a PGE2 specifikus [%3Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB és [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB:; illetve melanokortin-1-receptor
(MC1-R) specifikus [#Ga]Ga-DOTA-NAPamid ¢és [*'Cu]Cu-KFTG-NAPamid

targetalo képességérdl mellkasi melanoma metasztazisokat esetében.
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4, Metodikak

4.1. Vegyszerek és eszkozok
Radiofarmakonok eldallitasa soran hasznalt anyagok és a gyarto cégek:

- QMA Sep-Pak (Plus Light) (Waters, Milford, Massachusetts, USA)

- AG neutralizal6 oszlop (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA)

- C18 Sep-Pak Plus (Waters, Milford, Massachusetts, USA)

- Alumina Sep-Pak (Plus) (MI-026) toltet (tisztito oszlopsor) (Waters, Milford,
Massachusetts, USA)

- Kriptofix 2.2.2.-t (Merck, Darmstadt, Németorszag)

- vizmentes acetonitril (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

- 14 mg/ml koncentraci6ji KoCOs-oldat (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

- 20 mg TATM (ABX GmBH, Radeberg, Németorszag)

- 1 M HCI oldat (Normapur)

- injekcidhoz val6 viz (B.Braun)

- 10%-o0s NaCl-injekcié (Pharmamagist Kft)

- ®8Ge/%®Ga-generator (50 mCi, Gallia-Pharm, Eckert and Ziegler Németorszag)

- 0,1 M ultra tiszta HCI (Merck, Darmstadt, Németorszag)

- c[KNGRE]-NH2 (MTA ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport)

- 0,1 M NaHCO:3 puffer (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

- p-SCN-Bn-NOTA (Macrocycles Inc., Dallas, TX, USA)

- 96%-o0s EtOH (Merck, Darmstadt, Németorszag )

- 1zotonias sooldat (Fresenius Kabi Hungary Kft, Budapest, Magyarorszag)

- NODAGA-[c(RGD)2] (ABX GmBH, Radeberg, Németorszag)

- 1 M —os natrium acetat oldat (Sigma-Aldrich St. Louis, MissouriUSA)

- 2%-0s NaOH oldat (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

- Oasis HLB 30 mg toltettérfogatu extrakcios oszlop (Waters, Milford, Massachusetts,
Egyesiilt Allamok)

- Light C18 Sep-Pak oszlop (Waters, Milford, Massachusetts, USA)

- 6-deoxy-6-monoamino-(2-hydroxypropyl)-p-cyclodextrin  (NH2-HPBCD) (Cyclolab
Kft. Budapest, Magyarorszag)

- p-NCS benzyl-NODA-GA (NODAGA) (Chematech, Dijon, Franciaorszag)
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https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Milford+Worcester+County,+MA,+Egyes%C3%BClt+%C3%81llamok&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2AYrBeA2rqjdz17a8k8KLEzCA9ncZ2KU_H_1Lc-4JFX-ULuqUrCET_y3cBJ47p-RGK1ugM_ZFyx5Dek84UeMM8VT840vMOcxnyrdlLwyFkDalixM7VR0yV3nyrP-bCi47smpST4yy_ya8-KVQeUXD3_nFPotJCQB5LqaQSYAeWnSsAcQbrA7s1-J7hvT_U11jnjzy4Wu1B390MGYT1BnXwzIlCvJ&sa=X&ved=2ahUKEwi09_7Pn7P_AhUJHewKHWEkD30QmxMoAXoECFYQAw
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Milford+Worcester+County,+MA,+Egyes%C3%BClt+%C3%81llamok&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2AYrBeA2rqjdz17a8k8KLEzCA9ncZ2KU_H_1Lc-4JFX-ULuqUrCET_y3cBJ47p-RGK1ugM_ZFyx5Dek84UeMM8VT840vMOcxnyrdlLwyFkDalixM7VR0yV3nyrP-bCi47smpST4yy_ya8-KVQeUXD3_nFPotJCQB5LqaQSYAeWnSsAcQbrA7s1-J7hvT_U11jnjzy4Wu1B390MGYT1BnXwzIlCvJ&sa=X&ved=2ahUKEwi09_7Pn7P_AhUJHewKHWEkD30QmxMoAXoECFYQAw

6-Monodeoxy-6-monoamino-randomly-methylated-beta-cyclodextrin  hydrochloride
(NH2-RAMEB) (Cyclolab Kft. Budapest, Magyarorszag)

25 Ac/?®Bi generator (180 MBq) (ITU, Németorszag)

52Mn, 81Cu, 2052%6Bj izotopkeverék (Debreceni Egyetem, Magyarorszag)

Az ABX (Radeberg, Németorszag) szallitotta a DOTA-NAPamidot
DOTA-MARSamid (DOTA-GIly-Tyr-Nle-Asp-His-D-Phe-Arg-Trp-Arg-Arg-Arg-
NH2) és a DOTA-FOLDamid vegyiileteket (DOTA-Arg-Arg-Arg-Gly-Tyr-Nle-Asp-
His-D-Phe-Arg-Trp-NH2) (Semmelweis Egyetem Budapest, Magyarorszag)
DOTA-HOLDamid gyantahoz kotott peptid formaban (DOTA (tBu)3-Gly-pY-OBzl-
Nle-Asp(OtBu)-His(Trt)-(D-Phe)-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-(Rink Amide MBHA gyanta)
(Kongens Lyngby, Dania)

Sejttenyésztés soran hasznalt oldatok:

DMEM + GlutaMAX™-| (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

FBS, Qualified (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
MEM Non-essential Amino Acid Solution ((Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri,
USA)

MEM Vitamin Solution (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

Antibioitic Antimycotic Solution (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)
Trypsin-EDTA Solution (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

PBS pH 7.2 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

Tumor indukcio soran hasznalt oldatok:

Aerrane folyadék inhalacios gz képzéséhez (Baxter Hungary, Budapest)
fiziologias sooldat (0,9 % NaCl)

PET vizsgalat soran altatasra hasznalt oldat:

izofluran (Forane), AbbVie, Budapest, Magyarorszag; OGYI-T-1414/01
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4.2. Kisérleti sejtvonal és fenntartasa

A B16-F10 (egér eredetii melanotikus melanoma) sejtvonal beszerzése az ATCC-tdl
(Virginia, USA) tortént (8. abra). A sejttenyésztéshez 10% magzati szarvasmarha szérumot
(FBS) tartalmazoé Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) tapoldatot alkalmaztunk,
melyet 1% antimikotikum-antibiotikum, tovabba MEM nem esszencialis aminosav oldatot (1
(VIV)% ); Gibco™) és MEM vitamin oldatot (1 (V/V) %); Gibco™) adtunk.

ATCC azonosité: CRL-6475 TM
Elnevezés: B16-F10

‘©ATCC ,
alacsony denzitas magas denzitas

8. abra A B16-F10 sejtvonal fénymikroszkopos képe (ATCC)

4.3. Kisérleti allatok

A Kkisérleteinkben hasznalt C57BL/6J egereket (Charles River Laboratories (Animalab Ltd.,
Budapest, Hungary)) hagyomanyos laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk. A kisérleti
egerek egyedileg szell6ztetett ketrecekben voltak, 24+2 °C hémérsékleten, 55+10%-0S
paratartalom mellett. Mesterséges megvilagitast alkalmazunk az allathazban 12 6ras cirkadian

ciklussal. Steril félszintetikus takarmanyt (Akronom Ltd., Budapest, Magyarorszag) és ivovizet
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ad libitum biztositottunk az allatoknak. Az Egyesiilt Kiralysag Allatkisérleti Etikai Bizottsag
kritériumainak megfeleléen, a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak

engedélyével (regisztracios szam: 16/2022/DEMAB) tortént az allatok beszerzése és tartasa.

4.4. In vivo melanoma tumormodell

Tiz hetes ndstény C57BL/6J egereket (n = 65) hasznaltunk a vizsgalatok soran. Az MC1-R
pozitiv-, illetve PGE2-R pozitiv melanoma tumorindukciohoz, C57BL/6J egerekbe szubkutan
(s.c.) a bal vall teriiletére, illetve a metasztazis modell esetén intravénasan a lateralis farki
vénaba 1 x 10° MC1-R-pozitiv B16-F10 tumorsejtet injektaltunk 100 pl 0,9% séoldatban. In
vivo PET vizsgalatot, majd ex vivo kisérleteket végeztiink 14+1 nappal a tumorsejtek beadasat

kovetden, 115+10 mm?3-es tumortérfogat mellett.

4.5. Felhasznalt radiofarmakonok
4.5.1. ['*®F]FDG szintézise

Az [®F]FDG eldallitasa intézetiinkben rutinszertien torténik, elsdsorban onkologiai betegek
diagnosztikai vizsgalatanak kivitelezése céljabol. Az eldallitashoz sziikséges ®F-ion gyartasa
ciklotronban, 80-cal dusitott viz protonnyalab altali bombazasaval torténik. Az igy eldallitott
BF-jont egy automatizdlt FDG gyart6 panelre helyezik, ahol a prekurzor (vizmentes
acetonitrilben oldott trifluormetanszulfonil-f-D-mannéz (TATM)) jelolése nukleofil
szubsztitacioval torténik. A szubsztiticios reakcio 85 °C-on jatszodik le. A reakcio terméke a
1,3,4,6(TA-[*®F]FDG) védoé 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-[*8F]fluor-B-D-dezoxi-

gliikoz, amelyet fiziologids sooldattal higitanak a kivant koncentraciora.
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4.5.2. 2Mn-DOTAGA-RAMESB szintézise.

100 pl 0,1 M HCI-oldatban 16v6 *Mn-t 6sszekevertiink 2 M natrium-acetat pufferrel (V=500
ul) azért, hogy beallitsuk a pH-t (7,0). Ezt kovetéen a DOTAGA-RAMEB-et (c=3 mM, V=10
ul) a reakcidelegyhez adtuk egy reakcidiivegben, amelyet 10 percig 95°C-on torténd melegitést

kovetden szobahdmérsékletiire huitottink.
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9. abra. A DOTAGA-RAMEB prekurzor mangan-52-vel (3?Mn) torténd radiojelzésének sematikus

abrazolasal'®

A formulazashoz az oldatot ultraszir6 oszlopra Light C18 Sep-Pak Cartridge-re (Waters Kft.
Budapest, Magyarorszag) vittiik fel, majd 1 ml vizzel mostuk. A radioaktivan jelzett terméket
([>>Mn]Mn-DOTAGA-RAMERB, 9. abra) 300 ul 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 hasznalva a radiojelzés sikerességének ¢€s hozamanak
meghatarozasihoz. A formuldzott termékbdl ([*Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB) 3 pl-t
cseppentettiink az iTLC-SG csikokra az aljatol 2 cm-re, és az oldoszert a csikok aljatol 10 cm-
re engedtiik felfutni. A radioaktivan jelolt RAMEB a felviteli ponton maradt, mig a szabad 52Mn
az olddszerfronttal egylitt vandorolt. Az egyes savok elemzése a MiniGITAa TLC késziilék
segitségével (Elysia-raytest GmbH, Straubenhardt, Németorszag) tortént. A radioaktivan jelzett
terméket steril szlirés utdn izotonias (0,9%-0s) sooldattal higitottuk a biologiai kisérletek

elvégzése elott.
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4.5.3. DOTA-NAPamid radiojelzése 8Ga radionukliddal

A %8Ge/%Ga generatort 5 ml 0,05 M u.p. HCl-lel elualtuk, majd bemértiink 375 pl ®Ga-
oldatot (80-130 MBq) a legnagyobb aktivitasi aliquotbol, amelyet Gsszekevertiink 120 pl
NH4OAc pufferrel (0,5 M, pH=4) és 5 ul DOTA-NAPamid torzsoldattal (1 mg/ml, 0,673 M)
¢és a reakciot 15 percig 95 °C-on inkubaltuk. Az emlitett id0 elteltével az oldatot atvittiik egy
elékondicionalt (1 ml 96%-0s EtOH, 5 ml H20; 1 ml 0,25 M, pH = 4 M NH4OAc) Strata-X
oszlopra, majd 1 ml vizzel mostuk. A puffer eltavolitasa utan 300 pl 96%-0s EtOH-lal elualtuk.
Az olddszert elparologtattuk 95 °C-on nitrogénaramoltatas 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:H0
(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

4.5.4. DOTAGA-RAMEB radiojelzése 8Ga izotéppal

A 8Ge/%®Ga generatorbol kinyert 1 ml 8Ga eluatumot natrium-acetattal puffereltiik (1 M,
160 pl), 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 ([Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) 96%-os EtOH/izotonias NaCl
oldat 1:2 aranyu 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% ald csokkentsiik, majd sterilre szilirés kovetkezett az

allatkisérletek elott.

4.55. [*1Cu]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 Oras, szobahOmérsékleten torténd razatast kovetden mostuk
vizmentes DMF-fel. Az anyag hidrolizise 1 ml 95 % TFA-val tortént. A 6 oras razatast kvetden

a TFA-t eltavolitottuk és a visszamaradt nyersterméket szemipreparativ RP-HPLC-vel
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tisztitottuk, amihez Luna C18(2) 100 A10 um (250 x 10 mm) kolonnat hasznaltunk 4 ml/min
aramlasi sebesség mellett. Az eluensek a kovetkezék 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 gyljtottiik. A liofilizalast kovetden fehér por
formajaban 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 tartozo

szamolt értékek: 728,9204 [M+H]?* és 486,2829 [M+H]%".

A ®ICu elédllitasa 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 uA) 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 erésen
savanyu oldatot 5 ml ammonium-formiat oldattal kevertiik 6ssze (c = 2,5 M) azért, hogy a pH-
értékét kortilbeliil 2-esre allitsuk. Az oldatot ezutan CU rezin kolonnara vittiik (6 x 9 mm).
Miutéan a kolonnat 10 ml vizzel mostuk, a kolonnan 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).

cyey

NAPamid oldatot adtunk kériilbeliil 100 MBg-nyi ®*Cu izotophoz 50 pl 1 M HEPES pufferben
(pH = 7) és melegitettiik az oldatot 95 ‘C-on 15 percig, zart Eppendorf csében. Ezt kdvetden az
oldatot 1 ml vizzel higitottuk és egy Waters light C18 SPE kolonnara vittiikk. A vizzel térténd
mosast kovetden a jelolt konjugatumot 500 uL 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 aranyua elegyével. A

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

4.5.6. 205206Bj ¢s 213Bi elallitasa, majd DOTA-konjugalt peptidek radiojelzése

20512068 1B4llitasa és tisztitasa volt az elsé 1épés. Természetes Pb-foliat (99,995%-0s, 0,9 x
0,9 cm-es, 0,25 mm) GE PETtrace ciklotronban 16 MeV-os protonnyalabbal bombaztunk (60
perc, 10 pA). A besugarzott Pb céltargyat 7 M szuprapur HNOz-ban (2 ml) feloldottuk, és
beparoltuk 1 ml végtérfogatra, ahol Pb(NO3)2 kicsapodasat figyeltiik meg. A kapott oldatot,

azért, hogy a szilard fazistol elvalasszuk,10 ml ultratiszta vizzel kevertiik, majd Millipore 0,22
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um-es sztirovel szirtiik. Ezutan felvittik 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%Bi izotopokat 7 M s.p. HNOz-mal
elualtuk 1 ml térfogatn frakciokban. A 2°%2%Bj izotopokat (~30 MBq) tartalmazé frakciokat
szarazra paroltuk, majd 200 pl 0,1 M u.p. HCI-ben oldottuk fel.

Actinum-225/Bizmut-213 (?*Ac/?*®Bi) generator elucidja: a 2>Ac/?®Bi generatort (180
MBq) az Institute for Transzuran Elemek Intézete (Németorszag) (ITU) szallitotta. Az elucio
elott az oszlopot 0,01 M sésavval mostuk. Az elicid soran 600 ul 2Bi-ot nyertiink, 0,1 M
natrium-jodid / 0,1 M HCI keverék segitségével. Elucié utan az oszlopot 0,01 M HCl-ben
taroltuk.

A DOTA-konjugalt peptidekbdél 1 mg/ml torzsoldatot készitettiink. Az in vivo vizsgalatok
esetén 5 uL DOTA-NAPamid (3,4 nmol)/DOTA-HOLDamid (3,2 nmol), illetve 10 uL. DOTA-
MARSamid (5,6 nmol) és DOTA-FOLDamid (5,6 nmol) oldatokhoz 600 pl 2'°Bi-t
(96,01+17,49 MBq) és 135 ul 2 M TRIS puffert (0,34 M) és 50 pl 20%-0s aszkorbinsavat (72
mM) adtunk (pH=8,7).

A LogP-értékek és a stabilitas meghatarozasahoz 20 pL 2°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 pumol; 10,1 nmol DOTA-NAPamid, 9,6 nmol DOTA-HOLDamid, 8,4 nmol
DOTA-MARSamid és —-FOLDamid). A reakcidokat 5 percig inkubaltuk 95 °C-on.
Szobahdmérsékletre hiitve az elegyet 400 pl 1 M ammonium-acetatot (NH4OAc; pH=4) adtunk
hozz4, majd etanollal és vizzel el6kondicionalt szilardfazisti extrakcidés (SPE) oszlopon
keresztiil vezettiik (Oasis HLB 1 cc (30 mg); Waters). Az oszlopot ezutan 1 ml vizzel mostuk.
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 stabilitas
meghatarozasdhoz. A radiokémiai tisztasigot azonnali vékonyréteg-kromatografiaval
hataroztuk meg, szilikagéllel impregnalt (iTLC-SG; Varian) radio-TLC segitségével, ahol 0,1

M natrium-citrat oldatot (pH=5,5) hasznaltunk mobilfazisként.
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4.6. LogP értékek meghatarozasa

Radioizotoppal konjugélt vegytileteink oktanol/PBS megoszlasi hdnyadosat minden esetben
meghataroztuk, amely a molekulék vizoldékonysagara utalnak a szervezeten beliili pH-értéken
vizsgalva (pH=7.,4). A logP értéke a vizsgalt, radioizotoppal jeldlt vegyiiletek célszervezetben
varhato viselkedésérdl, farmakokinetikai tulajdonsagair6l nytjtanak eldézetes informéaciot. A
vizsgalt anyaginkbol minden esetben 10 ul-t kevertiink 1-oktanol (500 ul) és PBS (490 ul, pH
7,4) ,elegyével” egy centrifugacsdben. Az elegyet ezutan 20 percig kevertettiik razogép
(Vortex) alkalmazasaval, majd ezutan 5 percig centrifugaltuk 20000 fordulat/perc sebességgel
4 °C-on, a két fazis teljes szétvalasaig. A fazisokbol 3 x 100 pl térfogata részeket kémcsdvekbe
mértiink, majd meghataroztuk azok radioaktivitdsat Perkin Elmer Packard Cobra kalibralt

gamma-szamlaloval. A mérési eredményeket atlagolva kaptuk meg a LogP-értéket.

4.7. In vivo és ex vivo vizsgalatok

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti  Bizottsaga
(16/2020/DEMAB) etikai jovahagyasaval végeztiik. A tanulmanytervezés és az allatkisérletek
dsszhangban voltak az ARRIVE iranyelvvel!’,

4.7.1. [®*Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB PET vizsgalata B16-F10 melanoma tumoros

egérmodellben

A PET-képalkotdé méréseket a Nuklearis Medicina Tanszék preklinikai laboratériumanak

MiniPET-II szkennerével végeztiik (Debreceni Egyetem, Debrecen, Magyarorszag).

A képalkoto protokollt a B16-F10 tumorral rendelkez6 egerek 6,90+1,19 MBq [#3Ga]Ga-
DOTAGA-RAMERB (i.v.) injekcidjaval kezdtiik, amelyet 60 perccel az injekcidé beadasa utan
PET-képalkotas kovetett. Huszonnégy oraval az els6 felvétel utan, 20 perces PET-vizsgalatokat
végeztiink valamennyi vizsgalt egéren 80 perccel a 10,07+0,07 MBq [%®Ga]Ga-DOTA-
NAPamid intravénds beadasa utan. Egy nappal késébb 3,50+0,16 MBq [*Mn]Mn-DOTAGA-
RAMEB-et adtunk be az egereknek, és az injekcid beaddsa utan 1 6raval, 4 6rdval és 3 nappal
20 perces statikus PET-vizsgalatokat végeztiink. Az izofluran-indukalt anesztéziat minden
képalkotasi id6szak alatt fenntartottuk [3%-o0s izofluran (Forane), AbbVie, Budapest,
Magyarorszag; OGYI1-T-1414/01].
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4.7.2. [P*Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB ex vivo biodisztribicios vizsgalata B16-F10

melanoma tumor egérmodellben

A biodisztribucioés vizsgalatokhoz 30, 60, 90 és 240 perccel a 3,50+0,16 MBq [>Mn]Mn-
DOTAGA-RAMEB iv. beadésat kdvetden egészséges kontroll egerekbe, felaldoztuk dket, és a
fobb szerveket begyljtottiik, hogy kalibralt gammaszamlalo (PerkinElmer) segitségével
meghatarozzuk a radioaktivitasukat. A B16-F10 tumorok radioaktivitasanak ex vivo méréséhez

a tumoros egercknél ugyanezt az eljarast alkalmaztuk 60 perccel az injekcié beadasat kovetden.
4.7.3. [*Cu]Cu-KFTG-NAPamid PET vizsgalata B16-F10 melanoma egérmodellben

Az in vivo képalkoto vizsgalatokhoz B16-F10 tumort hordozo egereket intravénasan 10,3 +
0,3 MBq [*!Cu]Cu-KFTG-NAPamiddal injektaltunk be az oldalso farokvénan keresztiil, és
dinamikus PET-vizsgalatokat végeztiink, 1,5%-os izofluran (Forane, AbbVie) altatasban (Tec3

Isoflurane Vaporizer, Eickemeyer Veterinary Equipment, Egyesiilt Kiralysag).

4.7.4. [*'Cu]Cu-KFTG-NAPamid ex vivo biodisztribuciés vizsgalata B16-F10

melanoma egérmodellben

8+1 nappal a tumorsejtek beoltasa utan B16-F10 tumort hordozo egereknek 10,3+0,3 MBq
[¢*Cu]Cu-KFTG-NAPamidot adtunk be intravénasan, majd 30-, 60-, 90- és 180 perces
inkubécios 1d6 utan az egereket 5%-0s izoflurdnnal talaltattuk. Szovetmintikat vettliink a
kivalasztott szervekbdl, ¢és a mintdk sualyat, valamint radioaktivitdsat kalibralt

gammaszamlaloval (Hewlett Packard Cobra II Autogama Gamma Counter, USA) mértiik.

4.7.5. [**Bi]Bi-DOTA konjugalt NAPamid, HOLDamid, FOLDamid és MARSamid ex

vivo biodisztribuciés vizsgalatai B16-F10 melanoma egérmodellben

Az ex vivo biodisztribliciés vizsgalatokat 90 perccel a 3,81+0,32 MBq [?®Bi]Bi-DOTA
konjugélt NAPamid, HOLDamid, FOLDamid és MARSamid intravénas beadasa utan végeztiik
el. Az eutanaziat 5%-0s izoflurannal végeztiik, majd szovetmintakat vettiink az egészséges
kontroll és a B16-F10 tumorral rendelkezd kisérleti allatokbol A kiilonb6zd szervek
radioaktivitdsat gamma-szamlaloval (Packard, Cobra II) mértiik, majd tomegegységre
viszonyitva kiszamoltuk az értékeket. A radiofarmakon-felhalmozddasokat ezt kovetden %ID/g

szovetben fejeztiik ki.
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4.8. Adatfeldolgozas

Minden PET-felvételt a BrainCad képelemz6 szoftverrel (verzid: 1.124) értékeltiink ki. A
képrekonstrukciot kovetden a koronalis képeken a tumorok ¢és a fobb szovetek/szervek esetén
gondosan meghataroztuk az érdeklddési teriileteket (ROI), és a ROI-kban 1év6 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 izomszdvet aktivitasabol

szamitottuk.

A biodisztribucios vizsgalatok esetén a szervek mért gammasugarzas értékeit rogzitettiik,
majd a bomlaskorrigalt radioaktivitas-koncentraciokat a beadott dozis szazalékaban fejeztiik ki
a szOvet grammjara vetitve (% ID/g). Az adatokat atlag + standard eltérés (SD) formaban adtuk

meg.

A statisztikai elemzésekhez a MedCalc 18.5 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium)
szoftvercsomagot hasznaltuk, és minden statisztikai adatot atlag + SD-ben adtunk meg. A
statisztikai szignifikancia értékelésére Mann-Whitney U-tesztet, a kétoldali t-tesztet (kétmintas
T-proba) és a kétiranyd ANOVA-t alkalmaztuk, a 0,05-nél kisebb p-értéket statisztikailag

szignifikansnak tekintettiik.
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5. Eredmények

51. [®*Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB tumorcélzé Kképességének vizsgalata PGE2

receptor pozitiv B16-F10 melanoma egérmodellben

A 10. abran reprezentativ bomlaskorrigalt PET-felvételek lathatok, amelyek
Osszehasonlitasabol megallapithatd, hogy a B16-F10 melanoma tumorok azonositasaban
mindharom radiotracer ([®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB, [®%Ga]Ga-DOTA-NAPamide, és
[*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB) jél teljesitett. Mig a tumorok a [®®Ga]Ga-DOTA-NAPamid
beadasa esetén voltak a legjobban azonosithatoak, addig a ciklodextrin-szarmazékok esetében
kevésbé intenziv jelerdsséget tapasztaltunk, kiilondsen az °2Mn-jeldlt farmakon késobbi
idépontokban tortént PET felvételeinek elemzése soran. A [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB
beaddsa utan 1 o6raval heterogén tumorfelvételi mintazatot észleltiink, mig a masik két
radiofarmakon felhalmozddasa homogén eloszlast mutatott a vizsgalt tumorokban. Mint az
Osszes radiofarmakon esetében, a vesében és a huigyholyagban is jelentds nyomjelzéanyag-
felhalmozodas volt megfigyelhetd. A tobbi egészséges hasi és mellkasi szervet illetden nem

észleltiink radioaktivitast.

A vizualis megfigyeléseket megerésitette a PET-adatok kvantitativ értékelése. Az MC1
R pozitiv B16-F10 tumorokban a jelzéanyagok standardizalt felvételi értékeit (SUV) és a
tumor-izom (T/M) aranyokat a 2. tablazat tartalmazza. A harom radiofarmakont
Osszehasonlitva az SUVmean- és SUVmax-értékek a NAPamid-szarmazék esetében voltak a
legmagasabbak (az SUVmean- és SUVmax értékek 0,37+0,07, illetve 0,56+0,09 voltak),
amelyek szignifikansan kiillonboztek a két radionukliddal jelzett ciklodextrin molekula
értékeitsl (p<0,01; 2. tablazat). A masodik legnagyobb jelerésséget a [®Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB vizsgalata soran tapasztaltuk (SUVmean: 0,16+0,04; SUVmax: 0,24+0,05), mig a
[**Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB mutatta a legkisebb tumorban mérhetd értéket.

A B16-F10 tumorok 1 éraval a °?Mn-ciklodextrin i.v. bead4sa utan egyértelmiien
azonosithatéak voltak (az SUVmean 0,6+0,01, SUVmax 0,09+0,02), azonban a késobbi
idépontokban alig volt kimutathaté aktivitds (4 o6randl SUVmean 0,02+0,01, SUVmax
0,03+0,01, harom napnal pedig SUVmean 0,01+0,01 és SUVmax 0,01+0,01).
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10. abra A melanokortin-1 receptor (MC1-R) pozitiv B16-F10 melanoma tumorok in vivo értékelése
[*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (A panel), [®Ga]Ga-DOTA-NAPamid (B panel) és [*?Mn]Mn-
DOTAGA-RAMEB (C panel) pozitronemisszios tomografias (PET) képalkotassal. Reprezentativ
bomlaskorrigalt koronalis (felsd sor) és transzaxialis (also sor) PET-felvételek mutatjak a melanoma
tumor felvételét a nyomjelzok intravénas beadasa utan. A piros nyilak a bor alatt ndvekvé B16-F10
melanoma tumorokat jelzik. A fekete nyil (A panel) a bal vesére mutat. p.i.: Injekcio beadasa utan;

SUV: standardizalt felvételi érték (g/ml).

A kvantitativ PET-adatok szignifikans kiilonbségeket mutattak a két ciklodextrin radiotracer

nyomijelzé felvételének értékei (p<0,01) és a kiilonbozd vizsgalati idépontokban mért S2Mn-
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jelzett vegyiilet tumorfelhalmozédasa kozott (p<0,01 és p<0,05). A [*Mn]Mn-DOTAGA-
RAMEB tumorfelvételi értékeihez képest a harom kiilonb6z6 idépontban (1 dra, 4 6ra és 3 nap)
a ®8Ga radionukliddal jelzett ciklodextrin molekula lényegesen nagyobb radioaktivitast mutatott
a B16-F10 tumorokban (p<0,01). Az [>>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB 6sszes felvételi értékéhez
képest (1 ora, 4 6ra és 3 nap) a %®Ga-jelolt ciklodextrin molekula lényegesen nagyobb
radioaktivitast mutatott a B16-F10_tumorokban (p<0,01). A [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB
esetében az injekcid beadasa utan 1 6raval regisztralt SUVmean és SUVmax adatok jelentdsen
eltértek a 4 6ras és 3 napos inkubacids id6 utan mért SUV-értékektdl (p<0,01). Habar a késébbi
id6pontok (4 dra és 3 nap) SUVmean értékei 0sszehasonlithatoak voltak (p<0,01), alacsonyabb

szignifikancia szinten (p<0,05,) jelentds kiilonbséget rogzitettiink az SUVmax értékeik kozott.

2. tablazat. A [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB, [®®Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [*Mn]Mn-DOTAGA-
RAMEB in vivo kvantitativ PET-adatainak elemzése a szubkutan ndvekvé B16-F10 tumorokban. A
radiotracer-akkumulaciot SUV-értékekben fejezziik ki. Az adatokat atlag + SD, n=3 egér/PET-
farmakon/idépont. PET: Pozitronemisszids tomografia; SUV (g/ml): standardizalt felvételi érték; SD:

standard eltérés; T/M: tumor-izom arany.

[(®Ga]Ga- [%®Ga]Ga-
DOTAGA- DOTA-
RAMEB  NAPamid [**Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB
1 ora 1,5 6ra 1 ora 4 ora 3 nap
SUVmean (g/ml) 0,16+£0,04  0,37+0,07  0,06+0,01  0,02+0,01 0,01+0,01
SUVmax (g/ml) 0,24+0,05 0,56+0,09  0,09+0,02  0,03+0,01 0,01+0,01
T/M arany
(SUVmean) 4,03+0,44  9,25+1,07  5,34+1,07  2,04£0,37  1,04+0,03
T/M arany (SUVmax) 4,11+0,35  9,30+1,24  4,51+1,20  1,50+0,24  1,02+0,02

Amint az a 2. tablazatban lathato, a tumor/hattér (T/M) atlagos aranyai szignifikdnsan
kiilonboztek a [*8Ga]Ga-DOTA-NAPamid és a radiojelzett ciklodextrin szarmazékok kozott
(p<0,01), a maximalis érték 9,3+1,24 volt az MC1-R-t célz6 NAPamid esetében. A két
ciklodextrin-alapu radiofarmakon atlagos tumor-hattér ardnyat Osszehasonlitva a %?Mn-
ciklodextrin esetében magasabb 1 oras atlagértéket mértiink (T/M SUVmean: 5,34+1,07), mint
a %8Ga-jelzettnél (T/M SUVmean: 4,03+0,44); ez azonban statisztikailag nem volt szignifikans.
Ezzel szemben az >2Mn-vegyiilet 4 o6ras (T/M SUVmean: 2,04+0,37) és 3 napos (T/M
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SUVmean: 1,04+0,03) aranyaihoz képest a [?8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB esetében az értékek
jelentésen megemelkedtek (p<0,01).

Az Ujonnan szintetizalt [*’Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB 1 6ras atlagos T/M értékei
5,34+1,07-ig emelkedtek, majd 3 nappal az i.v. injekcid beadasa utan 1,04+0,03-ra csokkentek.
Bar ez jelent6sen kiilonbozott a késdbbi képalkotasi iddpontokban mért tumor/izom aranyoktol
(p<0,01; T/M SUVmean 2,04+0,37 és 1,04+0,03 4 oraval, illetve 3 nappal az injekcié beadasa
utan), szignifikans kiilonbséget csak a két késébbi idopont kozott észleltiink p=0,05 értéken.

Hasonl6 tendenciat taladltunk a vizsgalt nyomjelzék T/M SUVmax értékei esetében is,
azonban a T/M SUVatlag adatokkal ellentétben az *?Mn-ciklodextrin molekula a késébbi
felvételi idépontokban is hasonld tumor-izom arany SUVmax értéket mutatott, mely nem
mondhato szignifikans kiilonbségnek (p<0,05), (a 4 6ras SUVmean ¢s SUVmax 2,04+0,37,
illetve 1,5040,24 volt, a 3. nap SUVmean ¢s SUVmax értékei pedig 1,04+0,03 és 1,02+0,02).
A szémitott tumor-izom ardnyokat a 2. tdblazat tartalmazza.

[*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB biodisztriblicids vizsgilatanak eredményei a 11. abran és a
3. tablazatban lathatoéak. A kontroll vizsgalatok soran a legnagyobb jelzéanyag-felhalmozodast
30 perccel a beadast kdvetden regisztraltuk minden szerv és szovet esetében. Bar a 30 perces
ex vivo adatok szignifikansan kiilonboztek a tobbi vizsgalati idépont (60, 90 és 240 perc;
p=<0,01) adataitdl, a 60, 90 és 240 perccel a nyomjelzd beadasa utan mért %ID/g értékek kozott
nem talaltunk jelent6s kiilonbségeket. Altalanossagban elmondhaté, hogy a vizsgalt egészséges
szovetek/szervek radioaktivitds-koncentracidja az id6 mulasaval fokozatosan csokkent (11.

abra ¢és 3. tablazat).
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3. tablazat A [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB ex vivo biodisztribucios adatai (%1D/g) egészséges
kontroll egerekben (n=3 allat/idopont). A kivett szervek/szovetek aktivitasat kalibralt
gammaszamlaldval hataroztuk meg 30, 60, 90 és 240 perccel a 3,50+0,16 MBq [*Mn]Mn-DOTAGA-
RAMERB intravénas beadasa utan. *Szignifikancia a 30 perces adatok ¢€s a harom masik vizsgalati

idépont kozott, p<0,01. Az adatokat atlag+SD-ben adjuk meg. SD: szoras.

[>*M"IMn-DOTAGA-RAMEB (%I1D/g)

30 perc 60 perc 90 perc 240 perc
ver 1,30+0,44* 0,22+0,07 0,06+0,02 0,01+0,01
maj 7,12+0,85* 2,05+0,25 1,54+0,18 1,03+0,12
1ép 0,42+0,14* 0,11+0,04 0,06+0,02 0,04+0,01
vese 6,62+2,25* 2,09+0,71 1,78+0,60 1,66+0,56
vékonybél 0,59+0,14* | 0,14+0,03 0,07+0,02 0,07+0,02
vastagbél 0,80+0,22* 0,15+0,04 0,07+0,02 0,07+0,02
gyomor 0,93+0,17* | 0,25+0,04 0,08+0,01 0,04+0,01
izom 0,68+0,16* | 0,21+0,05 0,02+0,01 0,01+0,01
zsir 0,25+0,09* 0,07+0,02 0,02+0,01 0,02+0,01
tiado 1,22+0,41* | 0,23+0,08 0,14+0,05 0,10+0,03
sziv 0,73+0,25* 0,15+0,05 0,07+0,03 0,16+0,05
agy 0,04+0,01* | 0,03+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01
combcsont 0,33+0,11* 0,11+0,04 0,01+0,01 0,03+0,01
nyalmirigy 0,50+0,09* | 0,16+0,03 0,05+0,01 0,05+0,01
hugyhdlyag 0,73+0,11* | 0,16+0,02 0,05+0,01 0,19+0,03
hasnyalmirigy 0,66+0,07* 0,17+0,02 0,08+0,02 0,06+0,01
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11. 4bra. Az [**Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB idéfiiggd ex vivo biodisztriblicidja egészséges kontroll
egerekben. A 30 perces adatok ¢€s a harom masik vizsgalt idépont kozotti szignifikancia szintje:
p<0,01 (*). A boncolast kdvetden a radioaktivitds mintdzatat vizsgaltuk 30, 60, 90 és 240 perccel a
3,50+0,16 MBq [**Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB intravénas bead4sa utan (n=3 4llat/idépont). A
felvételi értékeket atlag %ID/g+SD-ben fejeztiik ki.

Az 0Osszes szerv koziil a legmagasabb jelz6anyag-visszatartast a majban és a vesében
mutattuk ki minden mérési ponton. A legmagasabb felvételi értékek a majban 7,12+0,85, illetve
a vesében 6,62+2,25 %ID/g voltak 30 perccel a radioaktiv jelzéanyag beaddsa utan. A vér
(%ID/g: 1,30+0,44) és a tiid6 (%ID/g: 1,22+0,41) viszonylag magas 30 perces radioaktivitasa
a kisérlet végéig meredeken csokkent.

Az intratumoralis [?Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB felvétel ex vivo meghatarozasara a
legmegfelelobb idépontot az in vivo PET-elemzések alapjan valasztottuk ki. Mivel mind a
tumor SUV értékei, mind a tumor-hattér arany 60 perccel a radiotracer beadasat kdvetden volt
a legmagasabb, a B16-F10 tumort hordozé egerekkel ugyanebben a vizsgalati iddpontban
végeztiink ex vivo méréseket. A maj és a vesék kivételével a tumorok esetében szignifikansan
magasabb %ID/g értékeket regisztraltunk (0,82+0,09) az Osszes vizsgalt szervhez/szovethez

képest (p<0,01). Az ex vivo T/M aranyok (3,91+0,12) hasonloak voltak az in vivo adatokhoz.
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5.2. [!Cu]Cu-KFTG-NAPamid tumorcélzé képességének vizsgalati eredményei

A [*'Cu]Cu-KFTG-NAPamid tumorcélzo képességét a [*:Cu]Cu-KFTG-NAPamid in vivo
preklinikai PET-képalkotassal és ex vivo biodisztribucioval vizsgaltuk MC1 receptor pozitiv
B16-F10 egér tumor modellben. A bomléskorrigalt PET-képek mindségi elemzése utan
megallapitottuk, hogy a tumor minden vizsgalt idépontban jol azonosithato volt (12. abra ,,A”).
A kvantitativ SUV-elemzés figyelemre méltdo radiofarmakon felhalmozodast mutatott a
radiotracer beadasa utani 30. percben (SUVmean: 0.4 + 0.1; SUVmax: 0,6 + 0,1), amely 60.
percig novekedett (SUVmean: 0.7 + 0.1; SUVmax: 1,3 £ 0,1), majd szignifikans névekedést a
kovetkez6 idopontokban mar nem tapasztaltunk: 90. perc (SUVmean: 0,8 = 0,1; SUVmax: 1,3
+ 0,2) és 180. perc (SUVmean: 0,8 + 0,2; SUVmax: 1,3 + 0,1) (12. abra ,,B”). A tumor-hattér
(izom) aranyban (T/M) a novekedés folyamatos volt az id6 fiiggvényében (12. abra ,,C”, a

kisérleti adatok a 4. tablazatban lathatok).

A korédbban leirt jelentés MC1-R pozitivitds szerint a B16-F10 tumorok esetében, azt is
megallapitottuk, hogy a szubkutan transzplantdlt B16-F10 tumorok egyértelmiien
kimutathatdak voltak, kivalod képalkotasi kontraszt és magas T/M arany mellett az MC1-R-
specifikus [*:Cu]Cu-KFTG-NAPamid radiotracerrel. Ez a T/M arany magasabb, mint a korabbi
0-MSH analogokkal ([*®Ga]Ga-CCZ010488, illetve a ®*Cu-NOTA-GGNIle-CycMSHhex!')
melanoma tumort hordoz6 egereken végzett, PET vizsgalatok eredményei mutattak. A %ID/g
felvétel a tumorban alacsonyabb, mint amely értékeket az emlitett radiofarmakonok esetében
megfigyeltek. Fontos azonban kiemelni, hogy az e radiofarmakonjeldltek kozotti kozvetlen

Osszehasonlitas nem trivialis, mivel épitdelemeik €s célpontjaik némileg eltérdek.
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12. abra. In vivo PET-képalkotas és a melanomas daganatok kvantitativ képelemzése [**Cu]Cu
jeloléstit KFTG-NAPamid radiotracerrel. Reprezentativ transzaxialis (A) PET-felvételek B16-F10
melanomas tumort hordozé C57BL/6J egerekrol 30, 60, 90 és 180 perccel a [**Cu]Cu-KFTG-
NAPamid beadasa utan. A [®*Cu]Cu-KFTG-NAPamid kvantitativ felhalmozodasanak elemzése a
kisérleti melanomas daganatokban (B, C). A képeket és az adatokat 14 + 1 nappal a tumorsejtek
beoltasa utan nyertiik. n = 5 allat/id6pont. Fekete nyilak: B16-F10 tumorok, piros nyilak: vesék. SUV:
standardizalt felvételi érték. Az SUV-értékek atlag + SD-ben vannak feltiintetve. T/M:tumor-izom

arany.
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4. tablazat. A [*'Cu]Cu-KFTG-NAPamid ex vivo biodisztribucios adatai. Az ex Vivo biodisztribucids

adatok kvantitativ elemzése (n = 5 allat/idépont) 30, 60, 90 és 180 perccel a radiotracer intravénas

beadasa utan. A %ID/g értékeket atlag £ SD-ben adjuk meg.

Tumor [*Cu]Cu-KFTG-NAPamid
30 min 60 min 90 min 180 min
B16-F10 52+2,0 7.6+1,7 7.4+1.8 73+1,0
B16-F10 T/M 6,1 £ 1,1%* 22 & 3** 52 + 10%** 315 £24%*

A [®1Cu]Cu-KFTG-NAPamid biodisztriblicidjanak meghatarozasahoz ex vivo vizsgalatokat
IS végeztiink (13. abra). Az ex vivo %ID/g adatok kvantitativ elemzése utan azt talaltuk, hogy a
[*!Cu]Cu-KFTG-NAPamid jelenléte egészséges szervekben/szovetekben az  idd
elérehaladtaval folyamatosan csokkent. A logP-érték (logP = -1,99) alapjan nem volt meglepd,
hogy a vesék mutattak a legnagyobb radiotracer-halmozast, ami megerdsiti, hogy a komplex az
allatbol foként a vizelettel tirtil. Emellett, viszonylag magas majakkumulacio (kb. 6-9 %ID/g)
is megfigyelhetd volt, hasonléan a Cheng és munkatarsai altal kapott eredményekhez, amikor
is a %*Cu-DOTA-NAPamide rendszert tanulmanyoztak. Az altaluk kapott eredmények azt
mutattak, hogy koriilbeliil 11%ID/g maximum értékkel halmozza mind a maj, mind a vese az
adott radiofarmakont®. Ennek a jelenségnek az lehet a magyarazata, hogy a majba keriilve
radiotrészer a jelenlévd peptidazok hatasara bomlik, igy a ®*Cu felszabadul. Az MC1-R pozitiv
B16-F10 tumorok ex vivo %I1D/g adatai (13. abra és 4. tablazat) jol korrelaltak az in vivo SUV-

mérések adataival.

A [®*Cu]Cu-KFTG-NAPamid, valamint a korabban vizsgalt radioaktivan jelzett NAPamid
szarmazékok in vivo és ex vivo adatainak Osszehasonlitasa soran arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a [f*Cu]Cu-KFTG-NAPamid kériilbeliil 3-5-szr magasabb felhalmozodast
mutat a B16-F10 tumorokban, mint azt a ®Ga- és **Sc-mal jelslt DOTA-NAPamid-
szarmazékok esetén tapasztaltak®®. Ezen talmenden, az ex vivo tumorfelvétel koriilbeliil 1,5-
szer magasabb %ID/g értéket adott a [**Cu]Cu-KFTG-NAPamiddal elvégzett vizsgalatok soran
(60 perc %ID/g: 7.6 £1,7), mint azt a [**Cu]Cu-DOTA-NAPamid esetén tapasztaltak (60 perc
%ID/g: 3,7+ 0,3) (13.abra).
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13. 4bra. A [**Cu]Cu-KFTG-NAPamid ex vivo biodisztriblicids adatai. Az ex vivo biodisztribucios
adatok kvantitativ elemzése (n = 3 allat/idépont) 30, 60, 90 és 180 perccel a radiotracer intravénas

beadasa utan. A %ID/g értékek atlag + SD értékként vannak feltiintetve.

Emlitést érdemel még, hogy megvizsgaltuk a ['Cu]Cu-KFTG-NAPamid stabilitasat is
plazmaban, annak kideritésére, hogy i.v. injektalast kdvetden a vérben talalhatd kiillonbozo
komponensek indukaljak-e a radiofarmakon bomlasat. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
vizsgilat 6 oras idSablakaban a [(!Cu]Cu-KFTG-NAPamid plazmastabilitasa kivalonak
mondhato, hiszen ezen id6tartam alatt a bomlas kevesebb mint 4%-0s aktivitas csokkenést

eredményezett.
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5.3 22Bi-DOTA-NAPamid, HOLDamid, FOLDamid és MARSamid biodisztribucids

vizsgalatanak eredményei MM egérmodellben

Az ex vivo biodisztribucios vizsgalatokat 90 perccel a vizsgalt radioaktiv anyagok iv.
beadasa utan végeztiik mind az egészséges kontroll, mind a B16-F10 tumort hordozo C57BL/6
egerek esetében is, hogy meghatirozzuk a [*°*Bi]Bi-DOTA-konjugalt NAPamid, HOLDamid,
FOLDamid és MARSamid molekuldk szervezeten beliili eloszlasat és tumorcélzo potencialjat.
Az ex vivo adatok jelentds felhalmozddast mutattak ki a vesékben és a vizeletben valamennyi
radiotracer esetében (a részletes értékek az 5. tablazatban talalhatok). A gyors veseiirités
megerdsitette a vizsgalt radiogyodgyszer hidrofil sajatsagat. A kisérletek soran mérsékelt
radiotracer-felhalmozodast mértink a NAPamid, a HOLDamid és a MARSamid esetében a
majban (NAPamid, HOLDamid, MARSamid: 1,03 + 0,23, 0,30 + 0,05, 1,51 + 0,17) a tiidoben
(NAPamid, HOLDamid, MARSamid: 0,25 + 0,09, 0,13 + 0,06, 0,71 £+ 0,11), és a 1épben.
(NAPamid, HOLDamid, MARSamid: 0,51 + 0,26, 0,10 + 0,03, 0,36 + 0,08) egyarant.

Ezenkiviil alacsony %ID/g felvételi értékeket tapasztaltunk az agyban, a szivben, a csontban,
az izomban, a zsirszvetben és egyéb hasi szervekben a [?°*Bi]Bi-DOTA konjugalt NAPamid,
HOLDamid és MARSamid esetében is, az 5. tablazatban feltiintetett adatok szerint. A [?**Bi] Bi-
DOTA-FOLDamid ex vivo biodisztribicios adatait elemezve, szignifikansan (p < 0,01)
magasabb felhalmozodast figyeltiink meg a vizsgalt szervek tobbségében, dsszehasonlitva a
harom masik radiojeldléssel ellatott vegyiilethez képest (1asd az 5. tablazatot). Ennek a pontos
okat még nem allapitottuk meg. Feltételezziik, hogy ez a viselkedés a [**Bi]Bi-DOTA-

FOLDamid fiziko-kémiai tulajdonsagaival és szerkezetével van dsszefliggésben.

A gyors vizeletkivéalasztast akadalyozhatja egy relative erds kdlcsonhatas kialakuldsa a
vérben talalhato plazmafehérjékkel. A megemelkedett [***Bi]Bi-DOTA-FOLDamid
felhalmozodas a majban (%ID/g: 12,86 + 2,45), a vékonybélben (%ID/g: 0,68 + 0,12), a
vastagbélben (%ID/g: 1.85 + 0,25) és a gyomorban (%ID/g: 0,72 + 0,21) egyértelmiien a
gyomor-bélrendszeren keresztiil torténd kivalasztasra utalnak. Bar a pontos mechanizmus a
fokozott majfelvétel mogott még tisztazasra var, a maj érrendszerének, valamint a metabolikus
tényezoknek a lehetséges szerepe is feltételezhetd. Egy masik hipotézis szerint a magasabb maj

akkumulaciot retikuloendothelialis (RES) majsejtek jelenléte okozhatja.
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5. tablazat. [*1*Bi]Bi-radiojelzett DOTA-NAPamid, HOLDamid, MARSamid és FOLDamid ex vivo
biodisztriblicids adatai egészséges, kontroll egerekben 90 perccel a 4 MBq [2°Bi]Bi-DOTA konjugalt
MCI receptorspecifikus a-MSH analog radiofarmakonok beadésa utan. (%ID/g szdvet atlag+SD-ben

van megadva, n=5 allat/radiotracer, Szignifikancia szint p<0,01 (**). DOTA: 1,4,7,10-

tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraecetsav; MC1-R: melanocortin-1 receptor; a-MSH: alpha-

melanocita stimulalé hormon; SD: sz6ras).

[Bi]Bi- DOTA- DOTA- DOTA- DOTA-
NAPamid HOLDamid MARSamid FOLDamid
vér 0,17+0,02 0,10+0,03 0,23+0,02 1,41+0,08%%*
vizelet 27,00+9,90 13,46+2,04 15,23+3,25 12,26+2,07
maj 1,03+0,23 0,30+0,05 1,51+0,17  12,86+2,45%%*
l1ép 0,51+0,26 0,10+0,03 0,36+0,08 4,29+1,27**
vese 5,77+1,25 2,85+0,69 6,09+1,21  23,87+4,26**
vékonybél 0,10+0,01 0,12+0,10 0,15+0,04 0,68+0,12%**
vastaghél 0,06+0,02 0,08+0,04 0,21+0,05 1,854+0,25%*
gyomor 0,14+0,03 0,10+0,03 0,13+0,03 0,72+0,21%%*
izom 0,02+0,01 0,01+0,01 0,02+0,01 0,4440,12%**
zsir 0,02+0,01 0,02+0,02 0,05+0,01 0,09+0,02
tiido 0,25+0,09 0,13+0,06 0,71+0,11 3,11+0,19%*
Sziv 0,08+0,01 0,05+0,01 0,14+0,03 0,914£0,12**
agy 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,01
csont 0,03+0,01 0,03+0,03 0,02+0,01 0,03+0,01
nyalmirigy  0,17+0,08 0,09+0,05 0,10+0,02 0,20+0,08
epeholyag 0,27+0,01 0,03+0,06 0,12+0,03 0,95+0,17**
hasnyalmirigy  0,07+0,02 0,0140,02 0,03+0,01  0,40+0,10%*

Az ex vivo mérések kimutattak a [*°Bi]Bi-DOTA-FOLDamid viszonylag fokozott
pulmonalis felhalmozddasat (%ID/g: 3,11 + 0,19). Hajdu és munkatérsai szerint a markéns tiido
nyomjelzéanyag-akkumulacié a komplex hidrofilicitasa miatt kovetkezik be!®, amelyet a ®Ga-

NODAGA-HPBCD (logP = —3,07 ) esetében is tapasztaltak.

Valamennyi jelolt vegyiilet esetében alacsony agyi felvételt tapasztaltunk (%ID/g: 0,01 +
0,01), ami feltételezésiink szerint a vér-agy gat akadalyozo szerepének tudhato be, vagyis a

radiofarmakonok nem jutnak be az adott szervbe.
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Az ex vivo biodisztribucids vizsgalatok masodik részében, 14 + 1 nappal a tumorindukcio
utan, vizsgaltuk a [?1*Bi]Bi-DOTA radiotrészerek MC1-R specificitasat. [**Bi]Bi-DOTA-val
konjugélt NAPamid, HOLDamid, FOLDamid ¢s MARSamid trészerek i.v. injektaldsa utan 90
perccel végeztiik a méréseket, a B16-F10 melanoma tumorral rendelkez6 egerek boncolasa
utan. Ezen ex vivo kisérleti adatok alapjan magas nyomjelzé-felhalmozodast regisztraltunk a
tumorban, a [?*Bi]Bi-DOTA-NAPamid és a [**Bi]Bi- DOTA-FOLDamid esetén, 3,76 + 0,96,
illetve 3,28 + 0,95 érték. A [?°Bi]Bi-DOTA-HOLDamid és a [*°Bi]Bi-DOTA-MARS-amid
esetében Iényegesen alacsonyabb értékeket kapunk (1,93 + 0,68 és 0,96 +£0,33; p <0,01). Ezek
az ex vivo biodisztribticiés adatok a 14. abran lathatoak. A elemzés adatai alapjan a [***Bi]Bi-
DOTA-NAPamid és a [?®Bi]Bi-DOTA-FOLDamid magasabb kontraszti képeket

eredményeznek a masik két szarmazékhoz képest.

*%

213gi1Bi-DOTA|[213Bi]Bi-DOTA
HOLDamide

213Bi]Bi-DOTA
FOLDamide

213Bi]Bi-DOTA
MARSamide

NAPamide

14. 4bra. [*Bi]Bi-DOTA konjugalt NAPamid, HOLDamid, MARSamid és FOLDamid ex vivo
akkumulacioja (1D/g%-ban kifejezve) B16-F10 tumorokban (n = 5allat/radiofarmakon) 90 perccel az
intravénas injektalas utan. A kisérletet 14 + 1 nappal a tumorsejtek beoltasa utan végeztiik. %I1D/g
szoveti értékek: atlag + SD. n = 5 allat/radiogyogyszer. Szignifikancia szintek: p < 0,05 (*); p < 0,01
(**). DOTA: 1,4,7,10-tetraazaciklodododekan. 1,4,7,7,10-tetraecetsav; SD: standard eltérés.
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Tekintettel arra, hogy a NAPamid a legjobb tumor felhalmozddas mellett viszonylag
jelentéktelen hepatikus felvétellel bir (%ID/g: 1,03 &+ 0,23), ami fokozott tumor-hattér aranyhoz
vezet, a 2*Bi-val kapcsolt NAPamid alkalmazéasa nagyobb felbontast képeket biztositana. A
korabbi eredmények szerint a vizsgalt vegyiiletek kozotti kiilonbségek a receptorkotd
képességbol, kémiai, valamint farmakokinetikai tulajdonsagaibol adédnak. Bar a mogotte allo
pontos mechanizmus még nem tisztazott, a jovObeni, vizsgalatok indokoltak ezen kérdés
teljeskorii megvalaszolasahoz. Feltételezziik, hogy a receptor kotdhelyeinek telitddése

magyarazatot adhat a mérsékelt tumorfelvételre.
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5.4. Mellkasi B16-F10 melanoma metasztazisok vizsgalata

Vizsgalataink utolso részében a PGE2 specifikus [#Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és
[P’Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB; illetve melanokortin-1-receptor (MC1-R)  specifikus
[*®Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [*Cu]Cu-KFTG-NAPamid targetaldo képességét vizsgaltuk
mellkasi melanoma metasztazisokat hordozd egerekben (15. dbra). A bomlaskorrigalt PET
felvételek alapjan megallapithatd, hogy az egészséges kontroll C57BL/6J egerek mellkasaban
patologias halmozas nem volt felfedezhet6 (15. abra, B-E); ezzel szemben a daganatos egerek
mellkasaban mind a négy vizsgalt radiofarmakon kifejezett dasulast mutatott (15. abra, G-J). A
kvalitativ elemzés alapjan a melanokortin-1-receptor specifikus [*®Ga]Ga-DOTA-NAPamid
(15. abra, 1) és [1CU]Cu-KFTG-NAPamid (15. 4bra, J) magasabb halmozédast eredményezett,
mint a PGE2 specifikus radiojelzett RAMEB ciklodextrinek (15. abra, G és H).

— B [68Ga]Ga-DOTAGA C [52Mn]Mn-DOTAGA D [68Ga]Ga-DOTA E [B1CulCu-KFTG
— ks -RAMEB -NAPamid -NAPamid
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15. abra. Reprezentativ transzaxidlis bomlaskorrigalt PET felvételek egészséges kontroll (A-E) és
intravénasan injektalt B16-F10 mellkasi metasztazisokrol (F-J) C57BI6 egerekben [*®Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB (B, G), [**Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB (C, H), [®Ga]Ga-DOTA-NAPamid (D, 1)
és [S1Cu]Cu-KFTG-NAPamid alkalmazasaval 60 perces inkubacids id6t kdvetden. A 20 perces
statikus PET felvételek 14 nappal a tumoros sejtek intravénas injektalasa utan késziiltek. Piros nyilak:

mellkasi B16-F10 metasztazisok.

A PET képalkotas adatait (SUV (g/ml)) elemezve a kvantitativ eredmények (6. tdblazat)
jol korrelaltak a vizualis megfigyeléseinkkel, amely szerint a legmagasabb SUVmean ¢és
SUVmax értékeket a melanokortin-1-receptor specifikus [®Ga]Ga-DOTA-NAPamid és
[!Cu]Cu-KFTG-NAPamid mutatta a mellkasi B16-F10 metasztazisokban, mig a [*®Ga]Ga-
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DOTAGA-RAMEB és [*?Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB alacsonyabb felvételi értékeket

eredményezett.

6. tablazat. Intravénasan injektalt B16-F10 mellkasi metasztazisok in vivo kvantitativ SUV (g/ml)
analizise C57Bl6 egerekben [#Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB, [*Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB, [®Ga]Ga-
DOTA-NAPamid és [(:Cu]Cu-KFTG-NAPamid alkalmazasaval 60 perces inkubacids id6t kdvetden és

14 nappal a tumoros sejtek intravénas injektalasa utan. Atlag = SD. n = 5 allat/radiofarmakon.

SUVmean SUVmax

[(*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB 0,17+0,03  0,26+0,04
[*2Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB 0,1040,03  0,14+0,05
[(8Ga]Ga-DOTA-NAPamid 0,44+0,09  0,68+0,12
[(!Cu]Cu-KFTG-NAPamid 0,40+0,07  0,62+0,11

7. tablazat. Intravénasan injektalt B16-F10 mellkasi metasztazisok ex vivo kvantitativ (%ID/g)
analizise C57B16 egerekben [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB, [**Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB, [%Ga]Ga-
DOTA-NAPamid és [*:Cu]Cu-KFTG-NAPamid alkalmazasaval 60 perces inkubacids id6t kdvetden és

14 nappal a tumoros sejtek intravénas injektaldsa utan. Atlag = SD. n = 5 allat/radiofarmakon.

%ID/g
[®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB 1,37+0,25
[*?Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB 0,86+0,11
[®Ga]Ga-DOTA-NAPamid 9,63+1,09
[*!Cu]Cu-KFTG-NAPamid 10,21+1,34

In vivo vizsgalatainkat ex vivo biodisztribucios mérésekkel is kiegészitettiik, amelyek soran
a PET felvételeket kovetden az egereket tulaltattuk, a mellkasi attéteket eltavolitottuk és az
aktivitas-koncentraciojukat (%ID/g) kalibralt gamma-szamlaloval meghataroztuk. A 7. tdblazat
%ID/g adatai szoros korrelaciot mutattak az in vivo SUV adatokkal, alatamasztva azt, hogy a
melanoma specifikus radiofarmakonok ([®®Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [*'Cu]Cu-KFTG-
NAPamid) magasabb aktivitast mutatnak a B16-F10 mellkasi attétekben.
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5.5. Az elvégzett vizsgalatok korlatai, limitacio

A kisérleteink soran kapott eredmények azt mutattak, hogy a [*?Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB
potencialis radiofarmakon alkalmas a rosszindulati melanoma tumorok PET diagnosztikajara.
Ugyanakkor az agens gyors elimindcios kinetikdja és vesefelvétele kizarhatja hosszabb

folyamatok vizsgalatara torténd alkalmazasat.

A [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB vizsgalati eredményeinél a magas maj aktivitas korlatozza
a melanoma metasztatikus 1ézidinak diagnosztikajat, azonban a radiotracer kémiai
szerkezetének valtoztatasaval, egy esetleges kelator cserével befolyasolhato lenne a LogP érték,

mely a vesén keresztiil torténd kivalasztodast erdsitené.

Korabbi eredményeink megerdsitik azt a hipotézist, hogy a %®Ga-val jelslt véletlenszeriien
metildlt  béta-ciklodextrin  (RAMEB)  ([®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB)  hatékonyan
alkalmazhaté PGE2-pozitiv B16F10 melanoma tumorok in vivo azonositasara. Ezen igéretes
kezdeti eredmények ellenére azonban a rovid élettartami %Ga izotép hasznalata azzal a
korlatozassal jar, hogy az eldallitott radiofarmakonok nem alkalmasak hosszabb képalkotasi
id8szakokra. Ezen hianyossagok kikiiszobdlésére a hosszil élettartami mangan-52 (>2Mn;
t12=5,59 nap, f=242KeV) tiinik megfelelé alternativ PET-radionuklidnak. A 5?Mn felezési
ideje nemcsak a lassabb kinetikdji molekuldk (pl. liposzomékkal komplexben 1évd
ciklodextrinek) in vivo monitorozasat teszi lehetévé, hanem elegendé id6t biztosit a tavoli
laboratoriumokba  torténd szallitishoz is. Ezenkiviil a °*Mn radioaktiv szintézisével

longitudinalis vizsgalatok is elvégezhetok.
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6. Megbeszélés

6.1. [*>Mn]Mn-DOATAGA-RAMEB

Tekintettel a melanomaval 6sszefiiggd magas mortalitasra, a tumorszelektiv radioaktiv PET
képalkotd radiogyodgyszerek segitségével torténd korai betegségdiagnosztika a jelenlegi
kutatasok eldterében all. Megfeleld fizikai tulajdonséagai és hossza bioldgiai felezési ideje miatt
az *Mn a kozelmultban nagyobb figyelmet kapott a nuklearis medicina teriiletén, mint
potencialis izotop az onkoldgiai képalkoté PET-radiogyogyszerek kifejlesztéséhez!?%?, Az
5,56 napos felezési idejével az izotdop megkodnnyiti a hosszabb farmakokinetikaja rendszerekkel
torténd munkat, hosszabb felvételi idét tesz lehetévél??. A mai napig szamos *?Mn-jelzett PET-
nyomjelzét, kdztiik a [P>Mn]Mn-PyC3A, [>2Mn]Mn-DOTAGA-bevacizumab vagy [>2Mn]Mn-
BPPA-trastuzumab izotopot sikeresen alkalmaztak preklinikai vizsgalatokban*®123124 Ezért az
Gj 2Mn-jelzett RAMEB in vivo diagnosztikai képességét MCI1-R pozitiv melanoma
modellekben vizsgaltuk, és dsszehasonlitottuk més, a melanoma PET-képalkotasban hasznalt,

jol bevalt tumorspecifikus PET-radiogyogyszerekkel ([*8Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [®Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB).

A korabbi irodalmi eredményekkel Osszhangban a mi MCI-R pozitiv B16-F10
melanomédkban jelentds [*®Ga]Ga-DOTA-NAPamid felhalmozodast talaltunk, amely
megerdsitette a vizsgalt anyagunk receptorspecifikussagat és a radioaktiv anyag magas
diagnosztikus potencialjat MCIR pozitiv melanoma képalkotdsdban®3°8648  Korabbi
PET/MRI-vizsgalatokban ugyanezekkel a preklinikai modellrendszerekkel a [®Ga]Ga-DOTA-
NAPamid MC1-R-szelektivitast és kiemelkedd tumorcélzo képességet mutatott*®&. Ezenkiviil
a %8Ga-tol eltérd radionuklidok, koztiik a réz-64/61, a fluor-18, a bizmut-213 vagy a szkandium-
44 is hasonloan felhasznalhatok az MC1-R-affin NAPamid vegyiiletek radiojelzésére, valamint
a melanoma kimutatdsdra. Hasonloképpen, a bizmut-213-mal jeldlt alternativ alfa-MSH-
analégok (HOLDamid, FOLDamid, MARSamid) igéretes vektorjeldlteknek szadmitanak a
malignus melanoma kezelésében.

A NAPamid-szarmazék mellett az in vivo eredmények rdmutattak arra, hogy mind a ®8Ga-,
mind az 52Mn-jelzett ciklodextrin molekulakkal egyértelmiien koriilhatarolhatok a sc. ndvekvéd
tumorok, ami bizonyitja a vizsgalt radiotracerek potencialis alkalmazhatosagat a rosszindulata
melanoma in vivo PET-képalkotasaban. Tekintettel a RAMEB PGE2-receptorokkal valo
komplexképzéshez, megfigyelésiink a vizsgalt daganatok PGE2-pozitivitasara is utalhat. Bar a

B16-F10 tumorok teljes receptorprofilja még feltarasra var, korabbi immunhisztokémiai
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eredmények erds PGE2-pozitivitasrol szamoltak be az ilyen tumortipusok esetében*. Ezen
tulmenden 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-expresszidja Osszefiiggést sugallhat a
radioaktivan jelzett ciklodextrinek felhalmozodasaval, tovabbi kutatasokra van sziikség a
radiotracer felvétel és a melanomasejtek receptor-expresszioja kozotti kapesolat feltarasahoz.

A jelen eredményekkel 6sszhangban Szabo ¢s munkatarsai szintén jelentds tumorfelvételt
mutattak ki %8Ga-jelzett ciklodextrin-szarmazékok ([®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB és [%8Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD) esetében egy kisérleti melanoma-modellen végzett proof-of-concept
vizsgalatban®®. Az %2Mn-jelzett RAMEB ¢és a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB hasonld
felhalmozodasa a B16-F10 tumorokban, amelyet 1 6raval 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 [%8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB felvételeknél szignifikinsan magasabb
tumorfelvételt regisztraltunk (SUVmean: 0,16+£0,04; SUVmax: 0,244+0,05) a NODAGA-
kelatorral kapcsolt radiotracer vizsgalata soran készitett PET-felvételekhez képest ([*3Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB SUVmean: 0,06+0,02; SUVmax: 0,10+£0,03); ami valoszinileg a
szerkezeti eltéréseknek vagy az alkalmazott keldtorok (NODAGA vs. DOTAGA) eltérd
stabilitdsdnak tulajdonithatd. Az SUV-értékek kozotti kiilonbségek ellenére arra
kovetkeztethetiink, hogy a linker cseréje (NODAGA a DOTAGA-ra) nincs érdemi hatassal a
ciklodextrin alapu nyomjelzdk tumorcélzésara.

Feltételezziik, hogy a késObbi felvételi idépontokban tapasztalt szignifikdnsan alacsonyabb
[*>Mn]Mn-DOATAGA-RAMEB felhalmozédas a tumorsejtek felszini receptorainak a tumor
novekedése €s fejlodése soran bekovetkezd iddbeli valtozasaval fiigghet 6ssze (0,02+0,01 és
0,03+£0,01 SUVmean és SUVmax 4 6ra, illetve 0,01+£0,01 és 0,01+0,01 és SUVmax, 3 nap). A
PGE2/EP2-expresszid valtozasai, a tumor kdrnyezetében kialakuld hipoxia és a kronikus
gyulladas magyarazhatja az *>Mn-jezett vegyiiletek felvételi kinetikajat.

Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy az 52Mn-ciklodextrinnel végzett képalkotas képes
abrazolni az EP-receptorok szamaban és a PGE2-koncentracioban a tumor mikrokornyezetében
bekovetkezd valtozasokat. A tumorral kapcsolatos biomarkerek (receptorok, oldhato
molekuldk) alaposabb vizsgalata hosszu tavon 1j célpontok feltarasahoz vezethet mind a

diagnosztikai, mind a terapids alkalmazéasok szdmara. Ezen kiviil a hipoxia és a nekrozis,
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kiilondsen a kozponti régiokban, felelés lehet a [?Mn]Mn-DOATAGA-RAMEB heterogén
eloszlasaért. Még ha a [*Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB aktivitdsa minden vizsgalt idépontban
jelentdsen csokkent is a ®3Ga-jelzett megfeleldjéhez képest, az *2Mn-jeldlésnek lehetnek
bizonyos elényei a %8Ga-cal szemben. A hosszabb detektalasi id6t lehetévé tevo, hosszi
élettartamti °°Mn lehetdvé teheti a tumorral kapcsolatos lassabb patofiziologiai folyamatok
vizsgalatat, valamint a korai idopontban késziilt felvételeken esetleg nem lathaté elvaltozasok
jobb azonositdsat. Mivel az [®?Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB gyors eliminaciés kinetikaja és
kiemelkedd vesefelvétele kizarhatja e nyomjelzé ilyen célokra valo felhasznalésat,
farmakokinetikdjanak javitasa - példaul albuminkotd rész  beépitésével - segithet
meghosszabbitani bioldgiai ¢élettartamat ¢és ezéltal tumorban vald hosszabb ideji
felhalmozodasat. Ezen kiviil az [P>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB igéretes az MC1 R-t nem
kifejezd melanomds daganatok PET-alapu vizualizacidjaban.

Amint korabban emlitettiik, a [%8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és az [*’Mn]Mn-DOTAGA-
RAMEB nyomjelz6 felvételének mértéke kozott megfigyelt eltérések (10. abra) részben a
PGE2-koncentracié valtozasanak és a PGE2-receptorok jelenlétének is tulajdonithatoak a
tumor mikrokornyezetében. Megjegyzendd, hogy a két molekula PGE2-kotési 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 erésebb MC1-R jelenlét magyarazhatja a [*®Ga]Ga-DOTA-NAPamid fokozott
aktivitasat. Emellett a NAPamid-alapi nyomjelzd hosszabb tumorretencioja hozzajarulhat az
alfa-MSH analog jelent6sebb felvételéhez.

Az in vivo PET-eredményekkel sszhangban az [*?Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB gyors
veseliriilését az injekcio beadasa utan 30 perccel vérben detektalt alacsony aktivitas, a jelentds
vesefelvétel és a holyagban 1év0 jelentds radioaktivitds bizonyitja. A mi eredményeinkhez
hasonloan a [2%52%Bj]Bi-DOTAGA-RAMEB, a [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB® és a [*8Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD!*? biodisztribuicids adatai is a vizelettel torténd eliminaciot mutattak. A
viszonylag magas hepatikus felvétel alapjan feltételezziik a gasztrointesztinalis rendszer
lehetséges szerepét a nyomjelzd kivalasztisaban is, azonban a jovObeni vizsgalatok
sziikségesek ahhoz, hogy erre a megfigyelésre meggy6z8 magyarazatot adjunk. A [*®Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD (0,99+0,13 %ID/g) korabbi adatainak megfeleléen viszonylag magas
visszatartast 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 [>2Mn]Mn-

DOTAGA-RAMESB hosszan tartd felhalmozdodésa a vizzel telt tiid6teriileteken akadalyozhatja
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anyomjelzo visszatérését a szisztémas keringésbe, ami a felvételi értékek novekedéséhez vezet.
Osszhangban a t6bbi radioaktivan jeldlt RAMEB-molekulaval ([®3Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
és [2%52°Bj]Bi-DOTAGA-RAMEB) kapott eredményekkel, a tobbi vizsgalt szerv/szdvet
viszonylag alacsony nyomjelzéanyag-akkumulaciot mutatott*C,

Az in vivo PET-adatokkal 6sszhangban az [*’Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB emelkedett
tumorfelvétele tovabb igazolta a farmakon tumorcélzo képességét, valamint a PGE2- és EP-
receptorok lehetséges jelenlétét a tumor mikrokdrnyezetében. A B16-F10 tumorok ex vivo
biodisztribucidjat értékelve Szabo és munkatarsai szintén jelentds felhalmozodast detektaltak a
[8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB esetében, ami hasonlo volt a
mi eredményeinkhez. Mindazonaltal a kisérletiikben tapasztalt (0,82+0,09 %ID/g) jelentdsen
alacsonyabb RAMEB-retencio (0,32+0,10 %ID/g) feltehetéen annak tulajdonithatd, hogy az ex
vivo felvételi méréseket kiilonbozé iddpontokban végezték. Mig mi 60 perces ex vivo adatokat
értékeltiink, addig Szabd és munkatarsai 90 perccel a radiotracer iv. beadasa utan detektaltak
eredményeiket, és feltételezziik, hogy a 60 és 90 perc kozotti jelentés nyomjelzd kimosddas
magyardzhatja a nyomjelzd koncentraciok kozott megfigyelt kiilonbségeket. A [P2Mn]Mn-
DOTAGA-RAMEB magas tumorfelhalmozddasa, elhanyagolhatd hattéraktivitds mellett (a
vesék és a maj kivételével) optimalis tumor-hattér aranyt eredményezett, ami a kép kiértékelése
szempontjabol dontd jelentdségli. Mindazonaltal a vese- vagy méjmalignitdsok azonositasat
akadalyozhatja a megfelelé szervek fizioldgidsan magas felvétele. Osszességében az ex Vivo
adatok is megerdsitették az °2Mn-jelzett RAMEB tumorspecifikussagat a melanoma
képalkotasaban. Bar uttér6 eredményeink biztatéak lehetnek, a farmakokinetikai
optimalizalasra 6sszpontosito vizsgalatokra van sziikség.

A fentieket figyelembe véve kimutattuk a *?Mn-vel jeldlt, Gjonnan szintetizalt ciklodextrin
PET képalkoto molekula diagnosztikai alkalmazasanak megvalosithatosagat kisérleti
melanoma tumorok felhasznalasival. Mivel a %Ga- és az ?Mn-jelolt ciklodextrin PET
nyomjelzok igéretes radiotracerek a melanoma kimutatasara, tovabbi, mas radionuklidokkal

jelolt ciklodextrin alapt radiojelzett vegytileteket kell 1étrehozni és értékelni.

55



6.2. [1Cu]Cu-KFTG-NAPamid biologiai viselkedésének értékelése

[!Cu]Cu-KFTG-NAPamiddal (az elsé ®'Cu alapu radiofarmakon ezen az alkalmazasi
teriileten) végzett kisérleteink alapjan, megallapithat6, hogy ez a radiofarmakon kivald
képességekkel rendelkezik a rosszindulati melanoma tumorok nem-invaziv PET
diagnosztikajaban. Az alap komplex ([Cu(KFTG)]") gyors képzddése, nagy inertsége és
mérsékelt SOD-aktivitisa mar 6nmagaban is elOrevetitette annak alkalmazhatosagat in vivo

koriilmények kozott, amit csak javitott a NAPamid ismert affinitdsa a melanoma tumorokhoz.

A bioldgiai vizsgalatok elétt, annak érdekében, hogy informaciot szerezziink a [*:Cu]Cu-
A vizsgalat 6 6ras 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. Emellett a hattérbol valé gyors
elimindcio és a vesén keresztiili kivalasztas révén a [*!Cu]Cu-KFTG-NAPamid kivalo
képkontrasztot biztosit, ami jelentdsen megkdnnyiti a PET képek kiértékelését, igy az MC1-R

pozitiv tumorok azonositasat is.

6.3. [?**Bi]Bi-DOTA-konjugalt amidszirmazékok vizsgalati eredményeinek értékelése

A korabbi kutatasi eredmények egyértelmiien alatdmasztottak a radioaktivan jelzett a-MSH
analogok 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 expresszalo MM-szelektiv optikai diagnosztikumokat fejlesztettek Ki
fluoreszcens MC1-R-affin peptidomimetikus ligandum, az MC1RL-800 elballitasaval?. A in
vivo tumorspecifikussaganak felmérésére i.v. beadasat kovetéen A375 és A375/MCI1R tumoros
egerekbe, floureszcens képalkotast végeztek. A receptor-pozitiv tumorok szignifikansan
megnovekedett felvételi értékei alapjan az alacsony szamu receptort hordozé 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 ®3Ga-
cal jelolt DOTA-konjugalt NAPamid kotédési potencialjat in vitro és in vivo is igazoltak, MC1-
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R pozitiv A375 melanoma sejtvonalakban, valamint B16-F10 tumoros C57BL/6 J egerek és
A375 tumort hordozd CB17 SCID egerekben®. Az in vitro eredmények alapjan — igazoltak az
MC1-R overexpressziét - mind a ®®Ga-, mind a *‘Sc-jelzett NAPamid felvételét a B16-F10
sejtekben, ami meghaladta az A375 sejtekét (p < 0,01).

Vizsgalataik részeként a [*4Sc]Sc-DOTA-NAPamid megemelkedett felvételét [#4Sc]Sc-
DOTA-NAPamid és a [%Ga]Ga-DOTA-NAPamid s.c. fejlddé MC1-receptor pozitiv B16-F10
tumorok kiemelked6 PET-képkontrasztot biztositottak. A transzlacidés adatok azonban
megnovekedett tumor standardizalt felvételi értékeket és T/M aranyt mutattak a [**Sc]Sc-
DOTA-jelzett szarmazék alkalmazasa esetén, ami megerGsitette annak alkalmazhatosagat
melanoma kimutatasara. Az in vivo és ex vivo eredményekkel 6sszhangban, az dsszes vizsgalt
anyag fokozott rendlis felhalmozodéasa a mi vizsgalatunkban is megfigyelhetd volt. Hasonlo
modon a korabbi #Sc és a 8 GaDOTA-NAPamiddal végzett kisérletek csekély radioaktivitasrol
szamoltak be a mellkasban és szinte valamennyi hasi szervben®. Azonban emelkedett 2*Bi-
HOLDamid-felhalmozodast regisztraltunk a belekben, a gyomorban és a majban, ami megfelelt

a korabbi 18F-kotésii 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®®18, A peptidek szerkezete, illetve hossza esetleg befolyasolhatjak a vizsgalt
peptidek ex vivo nyomjelzéanyag-felvételi profiljat. Példaul egy peptid rovidebb szekvenciaju
megfeleldje fokozott eliminacidval iiriilhet a célszervekbdl és -szovetekbdl. Ez a gyors kitiriilés
alacsony hattéraktivitashoz ¢és igy magasabb tumor-hattér aranyhoz vezethet, amely nagyban
megkonnyiti a PET felvételek vizualis értékelhetdségét. A rovidebb molekulak csak azt az
aminosav-motivumot tartalmazhatjak, amely a receptorhoz valo kotodésért és a tumorcélzasért
felelds, mivel a nem specifikus peptidszegmensek hianya valosziniileg csokkentheti a nem
specifikus kotédést. Ezen kiviil, a mas idépontokban elvégzett ex vivo mérések tovabbi
informaciot szolgéltatndnak az érintett nyomjelzok farmakokinetikajarol. Ezért a vizsgalt
radiokomplexek felvételi kinetikajanak jobb megértése érdekében, tobb, a kémiai szerkezetre
is Osszpontositd, vagyis kiterjedtebb vizsgalatokat kell végezni. Eredményeink alapjan
megfigyeltik, hogy a B16-F10 MM-4k minden vizsgalt radiotracerrel egyértelmien
azonosithatéak voltak. A vizsgalt anyagok specifikus tumorfelhalmozodasa 2*Bi-jeldlt
amidszarmazékok esetén azt jelzi, hogy ezek a vegyiiletek nagy affinitast mutatnak az MC1-R-
t expresszald melanomahoz. Ezért ezek az Ujonnan szintetizalt tumor-célzé radiotracerek

kivaloak MC1-R pozitiv malignus daganatok in vivo diagnosztikdjaban. A ?*Bi-jelolt alfa-
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sugarzd molekulak alkalmasak lehetnek a MM célzott radionuklid-kezelésében. Az alfa-
emisszios, receptor-iranyitott amidszarmazékok integralasa a standard human protokollokba,

hozzajarulhatna a személyre szabott MM-kezeléshez.

6.4. 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

metasztdzisokat hordozo6 egerekben.

Eredményeink azt mutattak - a vartnak megfeleléen -, hogy a primer tumorokhoz
hasonldoan a metasztizisokban is jelentds duasuldst mutatnak az Aaltalunk vizsgalt
radiofarmakonok. Egyértelmiien megallapithaté volt, hogy a B16-F10 melanoma sejtek
ismerten magas MCI1-R expresszidjanak megfelelden a [®3Ga]Ga-DOTA-NAPamid és
[*!Cu]Cu-KFTG-NAPamid mutatott kiemelkedéen magasabb aktivitast, mint a radiojelzett
RAMERB ciklodextrinek. Ezt a magas receptor expressziot igazoltak Cheng és munkatarsai altal
mar 2007-ben publikalt in vitro sejtes és in vivo vizsgalatok is, amelyekben radionukliddal
jelzett o-MSH analégok nagyfoka disulasat mutattdk a B16-F10 tumorokban®,
Feltételezéseink szerint a RAMEB altal targetalt PGE2 mulekuldk és receptorai a
metasztazisokban — akarcsak a primer tumorokban — bar jelen vannak, és autokrin médon
termelddnek ¢és hatnak, azonban az MCI1-R receptor expressziojdhoz képest kisebb
mennyiségben talalhatbak meg a tumorban. Ezzel magyarazhat6 az alacsonyabb [®3Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB ¢és [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB akkumulaci6. Véleményiink szerint,
mivel a PGE2 szintézisében szerepet jatszo enzimek mennyisége a tumor ndvekedésével
véltozik, és a PGE2 receptorok expressziojat befolyasoljak intratumoralis gyulladasok, a
hipoxia €s az angiogenezissel Osszefliggd folyamatok, igy feltételezhetd az is, hogy igen
jelentds kiilonbségeket mérhetiink a RAMEB-alapu radiofarmakon akkumuléciot tekintve egy
azonos kisérleti allat azonos tumora esetén két egymast kovetd napon®2. Mindezek mellett
megallapithat, hogy a PGE2 specifikus [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és [*?Mn]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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6.5. Uj tudomanyos eredmények

- Sikeresen eldallitottunk két a melanoma malignum diagnosztikdjaban alkalmazhato
radiformakont  ([?Mn]Mn-DOATAGA-RAMEB,  [*'Cu]Cu-KFTG-NAPamid),
valamint a terapas célra alkalmazhatd 213Bj-mal jelolt DOTA-NAPamid, HOLDamid,
FOLDamid és MARSamid szarmazékokat.

- Az celdéallitott radiogyogyszerek mindegyikénél bizonyitottuk, hogy azok nagy
affinitassal kotédnek a melanoma tumorokhoz.

- Bebizonyitottuk, hogy a ([>Mn]Mn-DOATAGA-RAMEB radiofarmakon sikeresen
alkalmazhato a kisérleti melanoma tumorok diagnosztikajaban.

- Igazoltuk, hogy az altalunk szintetizdlt [®'CU]Cu-KFTG-NAPamid kivalo
képkontrasztot biztosit, ami jelentdsen megkonnyiti a PET képek kiértékelését, igy az
MC1-R pozitiv tumorok azonositisat is, koszonhetéen a hattérbdl torténd gyors
kitiriilésének, valamint a vesén keresztiili kivalasztasanak.

- A ?BBi-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 koziil a [?°Bi]Bi-DOTA-
NAPamid rendelkezik a legjobb tulajdonsagokkal.

- Az elvégzett kisérletek eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a 2*Bi-jelolt alfa-
sugarz6 molekuldk alkalmasak lehetnek a MM célzott radionuklid-kezelésében, ami
hozzajarulhatna 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-DOTA-NAPamid és [*'Cu]Cu-KFTG-
NAPamid 6sszehasonlitd vizsgalatanak eredményeibdl, amelyet mellkasi melanoma
metasztazisokat hordozéd  egereken  végeztiink, megallapitottuk, hogy a
metasztazisokban is jelentds dusuldst mutatnak a vizsgalt radiofarmakonok. Tovabba,
azt is kijelenthetjiik, hogy a [®3Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [**Cu]Cu-KFTG-NAPamid
radiotrészerek jelentdsen magasabb aktivitdst mutattak, mint a radiojelzett RAMEB

ciklodextrinek.
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7. Osszefoglalas

Doktori munkam soran cé€lul tztiik ki, hogy olyan a gyakorlatban is alkalmazhat6
radiotrészereket fejlesztiink, amelyek alkalmasak a melanoma malignum PET diagnosztik4jara,
igy eléallitottunk és tanulmanyoztunk szamos °Mn, %'Cu és ?1*Bi izotoppal jeldlt DOTAGA
(*Mn), DOTA (*®Bi) és 15aneNs-alapun (®'Cu) radiofarmakont, amelyeket a
tumorspecifikussag elérésé¢hez >Mn esetében RAMEB, ®1Cu esetében NAPamid, mig a ?°Bi
esetében NAP-, FOLD-, HOLD- ¢és MARSamid molekulakkal konjugéltunk. Az eldallitott
radiofarmakonok diagnosztikai potencialjat ezutan B16-F10 melanoma tumoros egérmodellen
vizsgaltuk, majd a kapott eredményeket Osszehasonlitottuk az irodalombol mar ismert
radiofarmakonok megfelel6 erdményeivel. Vizsgalatainkhoz tiz hetes ndstény C57BL/6J
egereket hasznaltunk, amelyekben a bal vall teriiletén hoztuk 1étre 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 Vvivo vizsgalatokhoz egy kalibralt

PerkinElmer gammaszamlalot alkalmaztunk.

A kisérleteink soran kapott eredmények azt mutattak, hogy a [>>Mn]Mn-DOTAGA-
RAMEB potencidlis radiofarmakon alkalmas a rosszindulati melanoma tumorok PET
diagnosztikdjara. Ugyanakkor az dgens gyors eliminécios kinetikaja és vesefelvétele kizarhatja

hosszabb folyamatok vizsgalatara torténd alkalmazasat.

A ®[Cu]Cu-KFTG-NAPamid farmakonnal végzett vizsgalataink eredményébdl
kideriilt, hogy az 4gens nagy affinitassal kotddik az MC1-R pozitiv kisérleti melanomas

daganatokhoz ¢és kivalo képkontrasztot biztosit, ami megkonnyiti a PET képek kiértékelését.

A 23Bij-vel jelslt, DOTA-konjugalt, MC1-R-affinitdst a-MSH-analégok vizsgalata azt
mutatta, hogy mind a négy radiotrészer specifikus kotdédést mutat az MCI1-R B16-F10
tumorokhoz. A legmagasabb felvételi értékeket a NAP- és a FOLDamid szarmazékok esetében

mértiik, igy ezek akar jelentds szerepet IS jatszhatnak az MM tumorok PET képalkotasaban.

Végezetiil, a PGE2 specifikus [®Ga]Ga- és [*>Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB, valamint a
MC1-R specifikus [%8Ga]Ga-DOTA-NAPamid és [®'Cu]Cu-KFTG-NAPamid agensekkel
elvégzett vizsgalataink, amelyek mellkasi B16-F10 melanoma metasztazisok azonositasara
iranyultak, azt mutattak, hogy mind a négy anyag kifejezett dusulast mutatott, mig az a kontroll
allatokban nem volt megfigyelhet6. A NAPamid szarmazékok esetén magasabb halmozodast

tudtunk detektalni, melyek az sc tumor vizsgélat eredményeivel korrelalnak.
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8. Summary

During my doctoral work, our objective was to develop radiotracers with practical
applicability for the PET imaging of malignant melanoma. To this end, we synthesized and
characterized several radiopharmaceuticals labeled with the isotopes **Mn, %'Cu, and 2'*Bi,
based on DOTAGA (**Mn), DOTA (***Bi), and 15aneNs (®*Cu) chelators. In order to achieve
tumor specificity, we conjugated the radiocomplexes with RAMEB (°?Mn), NAPamide (®'Cu),
and NAP-, FOLD-, HOLD- and MARSamide (?*Bi), respectively. The diagnostic potential of
the agents was evaluated in vivo using a B16-F10 melanoma-bearing mouse model, and the
results were compared to corresponding data of radiopharmaceuticals reported in the literature.
For our studies, we used ten-week-old female C57BL/6J mice. MC1-R and PGE2-R positive
tumors were established subcutaneously at the left shoulder region, while in the metastasis
model, tumor cells were administered intravenously via the lateral tail vein. In vivo imaging
was performed using a MiniPET-II scanner, while ex vivo studies were conducted by means of

a calibrated PerkinEImer gamma counter at our department.

Based on the results of our experiments, one can concluded that, the [>Mn]Mn-
DOTAGA-RAMEB compound is a potential radiopharmaceutical suitable for the PET
diagnosis of malignant melanoma tumors, however, its rapid elimination kinetics and high renal

uptake may limit its capability in studies requiring prolonged imaging.

The results obtained with the [5*Cu]Cu-KFTG-NAPamide revealed that this agent
shows high affinity to MC1-R-positive experimental melanoma tumors and provides excellent

image contrast and significantly facilitates PET image evaluation.

From the results of the study on 2'®Bi-labeled, DOTA-conjugated, MC1-R-affine a-
MSH analogues, we can conclude that all four radiotracers show specific binding to MC1-R in
B16-F10 tumors. The highest uptake values were gained for NAP- and FOLDamide derivatives,
suggesting that these molecules could play a significant role in the PET imaging of MM tumors.

Finally, our studies conducted with the PGE2-specific [®®Ga]Ga- and [>’Mn]Mn-
DOTAGA-RAMEB, as well as the MC1-R-specific [®Ga]Ga-DOTA-NAPamide and
[**Cu]Cu-KFTG-NAPamide radiotracers, aimed at identifying thoracic B16-F10 melanoma
metastases, demonstrated that all four compounds exhibited significant accumulation, which
was not observed in control animals. Based on previous results, it was not surprising that higher
accumulation was detected for the NAPamide derivatives, which correlates with the results of

sc tumor studies.
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12. Fiiggelék

A fliggelék az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények kiilonlenyomatait tartalmazza.

79



	61CU_IJP_2023_632_122527_ip6510(2022).pdf
	61Cu-Labelled radiodiagnostics of melanoma with NAPamide-targeted radiopharmaceutical
	1 Introduction
	2 Materials and methods
	2.1 Synthesis of the ligands
	2.2 Kinetic experiments
	2.3 Plasma stability
	2.4 DFT calculation
	2.5 Superoxide dismutase (SOD) activity measurement
	2.6 Labeling experiments, general procedures
	2.7 Isotope production
	2.8 [61Cu]-labeling experiments
	2.9 Determination of LogP
	2.10 In vitro cellular uptake and efflux studies
	2.11 In vivo tumor model
	2.12 In vivo PET imaging
	2.13 Ex vivo biodistribution studies

	3 Results and discussion
	3.1 Synthesis of the ligands
	3.2 Formation and dissociation kinetic studies
	3.3 DFT calculations and SOD activity
	3.4 Labeling experiments
	3.5 In vitro accumulation studies
	3.6 In vivo tumor targeting experiments

	4 Conclusion
	Declaration of Competing Interest
	Data availability
	Acknowledgements
	Appendix A Supplementary data
	References


	Bi1-1.pdf
	In Vivo evaluation of newly synthesized 213Bi-conjugated alpha-melanocyte stimulating hormone (α-MSH) peptide analogues in  ...
	1 Introduction
	2 Materials and methods
	2.1 Chemicals and preparation methods
	2.2 Elution of Actinum-225/Bismuth-213 (225Ac/213Bi) Generator
	2.3 205/206 Bi production and purification
	2.4 Radiolabelling of DOTA-conjugated peptides
	2.5 Determination of LogP values
	2.6 Determination of the stability of the 213Bi-labelled DOTA-conjugated peptides
	2.7 Experimental animals
	2.8 In vivo melanoma tumor model
	2.9 Ex vivo biodistribution studies
	2.10 Dose estimation
	2.11 Statistical analyses

	3 Results and discussion
	3.1 Characterization of the 213Bi-labelled DOTA-conjugated peptides
	3.2 Ex vivo biodistribution studies in healthy control and B16-F10 tumor-bearing mice
	3.3 Human dose estimation

	4 Conclusion
	Institutional review board statement
	Informed consent statement
	Conflicts of Interest
	Funding
	CRediT authorship contribution statement
	Declaration of Competing Interest
	Data Availability
	References





