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1. Bevezetés

Napjainkban a hasnyalmirigy rosszindulati daganatos megbetegedések szama vilagszerte
elképesztd iitemben emelkedik. Magyarorszagon a haldlozast okozé daganatok korében az
otodik helyen all, és a betegek 5 éves tlélési esélye 5% alatti. A legtobb esetben a daganat
felfedezésekor a betegség mar elérehaladott allapotban van, és mar az egy éves tlélési esélyek
is nagyon alacsonyak. A hasnyalmirigyrakot néma gyilkosnak nevezik, mert a kezdeti
megbetegedés tiinetszegény, és a késébbi panaszok sem specifikusak. Emiatt egyre nagyobb az
igény olyan érzékeny képalkotod és terapias eljarasok bevezetése irant, amelyek segitségével a
legkisebb morfologiai elvaltozasok és a korai attétek is idében felismerhetdek, hiszen ezzel a

betegek ¢lete megmenthetd, vagy meghosszabbithato.

Rendkiviili érzékenysége és nagy felbontasa miatt a pozitron emisszios tomografia (PET) olyan
nem invaziv képalkotd moddszer, amely alkalmas tobbek kozott a hasnyédlmirigy
adenokarcindma kimutatdsara, stddiumanak meghatarozasara, és a korai attétek felismerésére.
Ezzel péarhuzamosan egyre nagyobb igény mutatkozik az olyan specifikus képalkotd
kontrasztanyagok fejlesztésére is, amelyek alkalmazédsaval hatékonyan elkiilonithetéek az
egészséges szovetek, a beteg szovetektdl. A ciklodextrinek olyan csonka kup alakl semleges
gliikoz oligomerek, amelyek kivald gyogyszerhordozd tulajdonsdgokkal rendelkeznek.
Intenziv gyogyszeripari kutatasok folynak olyan ciklodextrinek fejlesztésére, amelyek kivald
gyogyszerhordozok, onallé gydgyszerek, illetve adalékként javitjak mas készitmények
biologiai hozzaférhetdségét, biohasznosulasat, eltarthatésagat. A random metilezett [3-
ciklodextrin (RAMEB) nagy affinitdssal rendelkezik a humdn eredetli rosszindulata
tumorokban, mint pl. hasnydlmirigy rakban tOlexpresszalodd prosztaglandin-E2 és

receptoraival torténd komplex kialakitasara, ezért radioaktivan jelolve igéretes radiofarmakon

crer

Az intenziv kutatdsok ellenére korlatozott informacié all rendelkezésre a ciklodextrinek
farmakokinetikai tulajdonsagarol és biologiai eloszlasarol. Ezen okok miatt kutatocsoportunk
elkezdte vizsgalni a radioaktivan jeldlt ciklodextrinek viselkedését az €16 szervezetben PET

képalkoto eljaras segitségével.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Ciklodextrinek

A ciklodextrinek (CD) olyan a természetben is el6forduldé nem redukalé ciklusos
oligoszacharidok, amelyek a-1,4 glilkozid kotésekkel 6sszekapcesolodo gliikkdz egységekbdl
allnak.(Stella & He, 2008), (Jansook és mtsai., 2018) Harom f6 tipusuk van, aszerint, hogy hany
gliikoz alegységet tartalmaznak: az a-CD hatot, a B-CD hetet, a y-CD pedig nyolcat tartalmaz,
gylrli format alkotva. A gyliri formdju ciklodextrin makromolekulak kiilsé rétege hidrofil,
vizben jol oldddik, a belsé rétege hidrofob, polaros (Del Valle, 2004). Mind a nem-toxikus
természetiiknek (Stella & He, 2008), (Lai, 2014), (Bellringer és mtsai., 1995), mind a
vizoldékony tulajdonsaguknak (Loftsson és mtsai., 2005; Saokham ¢&s mtsai., 2018)
koszonhetden szadmos biotechnoldgiai (Jambhekar & Breen, 2016; Loftsson és mtsai., 2005,
2005) ¢és gyogyszerészeti felhasznalasuk lehetséges, mint oldast konnyit6é segédanyag, vagy
gyogyszervivé rendszer (Adeoye & Cabral-Marques, 2017; Morin-Crini és mtsai., 2020),
illetve nukleinsav transzfer (Lai, 2019; Malhotra és mtsai., 2018).
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1.4bra: Az a-ciklodextrin, a B-ciklodextrin és a y-ciklodextrin kémiai szerkezete

2.2. A ciklodextrinek felhasznalasi teriiletei a gyégyszeriparban

2.2.1. A Ciklodextrinek segédanyagként torténé alkalmazasa a gyogyszerformulazasban
A ciklodextrin nagyon fontos szerepet jatszik a vizben rosszul old6do gyogyszerek
formulazasdban azéltal, hogy javitja a gyogyszer latszolagos oldhatosagat és oldodasat

komplexképzd sajatossaga, vagy szilard diszperzid révén. Hidrofil hordozéként miikddik a
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rosszul oldhaté gyogyszerek szamara komplexképzés altal. Tablettadkban segiti a gyogyszerek
kioldodasat, azonban a helyes gyogyszer/CD arany megvalasztasa sokszor nehéz lehet (Tasic

¢s mtsai., 1992).

A kereskedelemben kaphato kiilonféle ciklodextrinek koziil a kis molaris szazalékban
metilezett ciklodextrin tiinik a legerésebb szolubilizdtornak. A gyogyszer kristalyossaganak
csokkentése a ciklodextrinekkel valé komplexképzés vagy szilard diszperzid altal noveli a
latszolagos gyogyszeroldékonysagot és a kioldodasi sebességet (Londhe & Nagarsenker, 1999).
Ennek eredményeként a ciklodextrinek képesek in situ zarvanykomplexeket képezni az
oldokozegben, fokozva ezaltal a hatébanyag oldodéasat akkor is, ha szilard allapotban nincs
komplexképzddés (Becket és mtsai., 1999). A megfigyelések azt mutattak, hogy a HP-B-CD
komplexképzddése az antibiotikumokkal jelentdsen javitja a vizben valo oldhatdsagot és az

antibiotikumok oldhatdséaga linedrisan n6 a koncentracidval (Qian és mtsai., 2008).

2.2.2. A ciklodextrin a gyogyszer bioldgiai hozzaférhetoségére gyakorolt hatasa

A ciklodextrin fokozza a rosszul oldodé gyogyszerek biologiai hozzaférhetdségét azaltal, hogy
noveli az oldhaté hatéanyag mennyiségét, és gyogyszer permeabilitdst. Ezt a gydgyszer
elérhetdve tételével érik el a biologiai gat feliiletén, példaul a béron, a nyalkahartyan vagy a
szem szaruhartydjan, anélkiil, hogy megzavarnéd a barrierfunkciot lipidrétegekben (Challa és
mtsai., 2005). Ilyen esetekben fontos, hogy csak annyi ciklodextrint hasznaljunk, hogy
szallitoszerként a hatdanyagot a vizes kdzegbe oldjuk, mivel a tobblet csokkentheti a gyogyszer
hozzaférhet6ségét. (Loftsson és mtsai., 2007; Vandoorne, 1993) A vizben oldodo gyogyszerek
esetében a ciklodextrinek novelik a gyogyszer permeabilitasat a nyalkahartydkra gyakorolt
kozvetlen hatds révén, és fokozzak a gyogyszer felszivodasat €s biohasznosulasat (Uekama és
mtsai., 1983). Beszamoltak arrol, hogy a ciklodextrinek koleszterin eltavolitd képességiik miatt
ndvelhetik a membran folyékonysagat, ezaltal a sejtlizist. Masrészt a foszfolipidek, kiilondsen
a foszfatidil-kolin és a szfingomielin eltavolitasa a membranbol felborithatja az egyensulyi
allapotot. A ciklodextrinekkel torténd gyogyszer-stabilizalas (Miyake és mtsai., 2000; Uekama
és mtsai., 1983) enyhitheti a gydgyszerirritacidt, mert csokkentik a gyogyszerrel vald
érintkezési 1d6t nazalis, okularis, rektalis és transzdermalis bejuttatas esetén, €s jobb biologiai

hozzaférhetdséget tesznek lehetove.
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2.2.3. A CD gyoégyszerbiztonsagossagra gyakorolt hatasa

A ciklodextrineket a gyogyszerek okozta irritaci6 enyhitésére is hasznaljak.(Rajewski & Stella,
1996). A megnovekedett gyogyszerhatékonysag ¢és -potencial, amelyet a ciklodextrin
megnovekedett gyogyszer oldékonysaga okoz, csokkentheti a gydgyszer toxicitasat azaltal,
hogy a gyodgyszert alacsonyabb dozisokban is hatasossa teszi. A vizsgalatok kimutattak, hogy
a B-CD fokozta a ganciklovir antiviralis aktivitdsat a human citomegalovirus klinikai torzseken,
¢s a gyogyszer hatékonysaganak ebbdl eredd ndovekedése csokkentette a gydgyszer toxicitasat
(Nicolazzi és mtsai., 2002). A vizben rosszul oldédd gyodgyszerek parenteralisan torténd
kristadlyosodéasaval kapcsolatos toxicitasok gyakran csdokkenthetok oldhaté D/CD komplexek
képzésével. A gyogyszerek ciklodextrinbe zarddasa molekularis szinten megakadalyozza azok
kozvetlen érintkezését a biologiai membranokkal, igy drasztikusan csokkenti azok

mellékhatasait és helyi irritacidjat a terapias elényok megérzésével (Uekama és mtsai., 1998).

2.2.4. A CD-k hatasa a gyogyszerstabilitasra

A ciklodextrinek javithatjak szamos kiszaradas elleni gyogyszer stabilitasat, csokkenthetik a
hidrolizist, az oxidacid ¢és fotodekompozicid mértékét, és ezaltal novelik a gyogyszerek
eltarthatosagat. A ciklodextrin altal kivaltott gyogyszerstabilitas-novekedés abbol adodhat,
hogy gatolja a kolcsonhatast a hordozokkal és a gyogyszer biokonverzidjat a felszivodas
helyén. Azaltal, hogy a ciklodextrin molekularis pajzsot biztosit komplexként kapszulazva a
gyogyszert a molekuldk szintjén, elszigeteli azokat a kiilonféle lebonto folyamatokkal szemben.

A ciklodextrinek stabilizald hatdsa szerkezeti sajatossaganak koszonhetd.

2.2.5. Ciklodextrinek mint aj gyégyszerszallito rendszerek

A ciklodextrinek azon képességiik miatt, hogy komplexet képeznek vagy funkcionalisan
mitkddnek, a gyodgyszerkészitményekben potencialis jeloltként szolgéalhatnak, mint
hordozdanyagok, mivel képesek célzottan eljuttatni ¢€s stabilizalni gydgyszereket a
szervezetben. Alkalmazzak néhany ujszerii szallitorendszer tervezésében, mint a liposzomak,
mikrogdmbok, ozmotikus pumpa, peptid- és fehérjeszallitds, konkrét helycélzas és
nanorészecskék esetén, ahol célzottan kell kiengedni a hatéanyagot a megfeleld terapids hatasok
elérése érdekében. Példaul kémiai gyogyszeradagolas, vastagbélspecifikus gyogyszeradagolas,
agyi gyogyszeradagolds vagy agyi cé€lzas stb. A tanulmany azt sugallta, hogy kiilonb6z6
felszabadulas-szabalyozott készitmények megtervezheték kiilonbozé CD-konjugatumok

alkalmazaséaval.(Kamada és mtsai., 2002).
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2.3. Ciklodextrin-szarmazékok, mint aktiv gyogyszerek. (Active

Pharmaceutical Ingredients (API))
A CD-k els6 alkalmazisa API-ként a Bridion®nevii gyogyszerben tortént, amely jol
toleralhato, neuromuszkularis blokad visszaforditasara szolgalo szer. (Jahr és mtsai., 2015) Ez

paradigmavaltas volt a CD-k tanulmanyozasaban. Ezt kdvetoen szamos kisérletet végeztek uj,

CD-alapu API-k készitésére.

2.3.1. A (2-Hidroxipropil) -p-ciklodextrin (HP-B-CD) alkalmazasa a C-tipusi Niemann-
Pick-(NPC) kor kezelésére

Az NPC egy gyogyithatatlan betegség, amely soran egy enzim hibéja folytan szfingomielin (a
zsiranyagcsere egyik terméke) vagy koleszterin halmozoédik fel az endoszémakban amely
akadalyozza a koleszterin intracelluléris transzportjat, vagy lizoszomak altali felvételét. Tobb
vizsgalat is kimutatta, hogy a HP-B-CD javitja a koleszterin anyagcserét a lizoszémakban, és
tobb héttel meghosszabbithatja a talélést.(Camargo és mtsai., 2001; Loftsson és mtsai., 2007;
Ottinger és mtsai., 2014; Rosenbaum & Maxfield, 2011). Egy amerikai NPC-beteg ikerparnal
HP-B-CD infuziét alkalmaztak orvos altal vezetett klinikai vizsgalatban, melynek
eredményeként sikeriilt csokkenteniiik a betegek tiidokarosodasat. Mindekozben (Kondo és
mtsai., 2016) kiilonboz6 koleszterinoldo képességii hidroxi-alkilezett B-CD-kr6l szamoltak be,
mint példaul a 2-hidroxi-etil--CD (HE-B-CD) és 2-hidroxi-butil-p-CD (HB-B-CD). A két
vegyliletet vizsgdlva az eredmények alapjan a koleszterin szolubilizald képességét, az NPC-
rendellenességek csokkentetését citotoxicitasat tekintve, a HB-B-CD biztonsdgosabb és
hatasosabb lehet Npcl nullsejtekben, mint a HE-B-CD. Masrészt Soga és mtsai.(Soga €s mtsai.,
2015) 6sszehasonlitottak a 2-hidroxipropil-y-CD-t és a HP-B-CD-t. Arrol szamoltak be, hogy a
2-hidroxipropil-y-CD (HP-y-CD) hatékonyabban csokkentheti a koleszterinszintet és a
funkcionalis és molekuldris rendellenességek felhalmozodasa és helyreallitasa tekintetében
NPC-beteg eredetli sejtekben, hatékonyabbnak bizonyult, mint HP-B-CD kezelés. Ezenkiviil az
NPC-s egér modellek azt mutattak, hogy javult a maj allapota és meghosszabbodott a tulélés
HP-y-CD-vel. igy a HP-y-CD potencialis 0j gyogyszerjeldlt a jovben ennek a betegségnek a

kezelésére.

2.3.2. CD-k a GM1-gangliozidézis kezelésére
A GM1-gangliozidézis a GMI1- altal kivaltott oOrokletes betegség, a gangliozidok
felhalmozodasat jelenti szamos szovetben és szervben, elsésorban az agyban. Jelenleg

nincsenek kezelési modok, szamos kutatds ellenére sem. Azonban 2015-ben Maeda ¢és
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munkatarsai (Maeda €s mtsai., 2015) arrél szamoltak be, hogy a CD szamos fajtaja koziil a
dimetil-a-CD (DM-a-CD) csokkenti GM1-gangliozid szintjét az EA1 sejtekben, amelyet GM1-
gangliozidézisban szenvedd betegek fibroblasztjaibol szarmazd egérmodelleken teszteltek
egyszeri intravénas injekcio formajaban. Ezenkiviil a DM-a-CD csokkenti a GM1-gangliozid
szintet az agyban egy GMl-gangliozid egér- modell vizsgalat alapjan. Szerencsére a
koleszterin, illetve a foszfolipidek kiaramlasat a sejtekbdl a CD-s kezelés utdn nem figyelték

meg. Ennek eredményeként a CD-k potencialis API-k lehetnek GM1-gangliozidozis esetén is.

2.3.3. HP-$-CD mint anti leukémias gyogyszer

Kimutattak (Yokoo, 2015), hogy a HP-B-CD 6nmagaban is rakellenes hatassal rendelkezik akut
myeloidbol szdrmazo kiilonb6z6 leukémias sejtvonalakon (AML). Akut limfoblaszt leukémia
¢és kronikus mieloid leukémia (CML) esetén a HP-B-CD csokkentette a koleszterinszintet a
sejtekben, ezaltal nyilvanvald G2/M sejtciklus ledllashoz és apoptozishoz vezetett. Ezenkiviil a
HP-B-CD alkalmazasaval szignifikansan javult a talélés leukémias egér-modellekben. Ekozben
a HP-B-CD elhanyagolhatdé mellékhatasokat mutatott in vivo kisérletekben. Ezek az

eredmények lehetdvé teszik, hogy a HP-B-CD-t hatékony rakellenes szerként alkalmazzak.

2.3.4. Folsavhoz kotott metil-p-CD

Nemzetkozi publikacioban szamoltak be arrol (Grosse és mtsai., 1998), hogy a metil-p-CD (M-
B-CD) daganatellenes hatast fejt ki, de nincs szelektivitdsa a tumorsejteken. Kimutattak
(Onodera és mtsai., 2013), hogy a folathoz kotott M-B-CD (FA-M-B-CD) kivalo és
tumorszelektiv daganatellenességet mutat mind in vitro, mind in vivo. Megjegyzendd, hogy FA-
M-B-CD intravénas injekcid alkalmazasat kovetden daganatos egerekben minden allat tobb
mint 4 honapig életben volt, elhanyagolhaté mellékhatasokkal. A legérdekesebb a FA-M-B-CD
autofagia altal indukalt daganatellenes hatdsa, nem pedig az apoptdzis (Onodera és mtsai.,
2014). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az FA -M-B-CD potencialis egyediilalld
daganatellenes API.

2.3.5. Metil-p-CD, mint a megtermékenyitést elésegito szer

Az in vitro megtermékenyitési technologia széles korben elérhetd medddség kezelésére,
allattenyésztési célokra és laboratoriumi allatok esetében. Arrdl szamoltak be (Takeo és mtsai.,
2008), hogy az M-B-CD hatasara dramaian javul az egérsperma megtermékenyitési aranya, a
spermium  plazmamembranjabol  torténd  koleszterin  kiaramlasanak eldsegitésével.

Mindamellett fagyasztott spermanal, a termékenységi arany javult az M-B-CD alkalmazasaval.
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Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az M-B-CD hasznos lehet, mint a megtermékenyitési

arany javitasara alkalmazott vegytilet.

2.4. Orvosi képalkotas

Tobb irodalmi példat is talalunk arra vonatkozdan, hogy a ciklodextrineket orvosi képalkotd
eljarasokhoz hasznaljak, gyogyszerszallitd rendszerként (Wankar és mtsai., 2020; Ye és mtsai.,
2012). Jellemz6en robosztussaguk, és jo komplexképz6 sajatsagaik miatt esik rajuk a valasztas
(X. Wang és mtsai., 2020; Wankar és mtsai., 2020). A ciklodextrinek esetében a valasztott
kismolekulak altalaban hidrofébok, és képesek kotddni a hordozo hidrofob iiregéhez. Ennek
megfeleléen a ciklodextrinek szamos hidroféb molekuldval alkothatnak zarvanykomplexet.
(Hadagura, é. n.; Rekharsky & Inoue, 1998; X. Wang és mtsai., 2020). Zarvanykomplexeknek
nevezziik azt a format, amikor a vendégmolekula, jellemzéen kismolekula teljesen vagy
részben a hordozo molekula belsé liregében enkapszulalodott (Del Valle, 2004; Stella & He,
2008).

Ezen molekuléris enkapszulazasi folyamatok befolyasoljak a hidrofob vendég molekulak
fizikokémiai sajatossagait, javitjak az oldhatosagat, valamint a kioldodasi sebességét (Del
Valle, 2004) A CD-ket vizhez adjak, hogy javitsdk a vizben nehezen o0ld6do
gyogyszermolekulak oldodasat. (Del Valle, 2004) A ciklodextrin kiilseje kiterjedt hidrogén-
kotés halozatanak koszonhetden hidrofil, amely széles korben felhasznalhatd biokompatibilis
molekulava teszi. (Del Valle, 2004; Jansook és mtsai., 2018; Stella & He, 2008), Egyrészt ezen
strukturalis tényezOk okan hasznalhat6 fel a ciklodextrin zarvanykomplexek képzésére. A toltés
¢és a termodinamika egyiittesen befolyasoljak, hogyan képes komplexet képezni egy CD egy
vendégmolekulaval (Stella & He, 2008). A komplex képzés hajtoereje szamos nemkovalens
kolcsonhatast foglal magéban, mint példaul deszolvacio, viz eltdvolitisa a molekula belsd
gylirijébdl, Van der Waals kolcsonhatas, hidrofil és hidrogén interakciok (L. Liu & Guo, 2002).
A ciklodextrin komplexképzddés f6 hajtoereje a van der Waals kolcsonhatds és a hidrofob
kolcsonhatds, mig a hidrogénkotés ¢€s az elektrosztatikus kolcsonhatds leginkdbb a

konformaciot befolyasolja a komplexen beliil (L. Liu & Guo, 2002).

A CD-ek komplexképzd képessége szerves kismolekuldkkal Uttdré szerepet jatszott a
szupramolekularis kémia teriiletén. A kdzelmultban sikeresen alkalmaztak CD-ket kiilonb6z6
molekuléris struktarakban, pl katenanok, rotaxanok, pszeudorotaxanok, polyrotaxdnok és mas

molekularis gépek felépitéséhez (Hashidzume, 2019; Hashidzume és mtsai., 2014).
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Az elmult évtizedekben a CD-k kontrasztanyagként és potencidlis bioszenzorokként valtak
érdekessé az orvosdiagnosztikai képalkotas teriiletén (Lai €s mtsai., 2017). A képalkotasi
eljarasok soran a ciklodextineket elsdsorban hordozoként haszndljak, kisebb molekuldk
oldodasanak eldsegitésére. Néhany esetben azonban a CD egyediilallo szupramolekularis
szerkezete nélkiilozhetetlen a képalkotashoz sziikséges jel eldallitdsdhoz. Szamos példak
vannak CD-t tartalmazo konstrukciokra, amelyek a legkiilonfélébb modern képalkotod
technologidkkal leképezhetdk (Lai és mtsai., 2017).

A magneses rezonancia képalkotas (MRI) volt az elsé olyan képalkoté modszer, amely
ciklodextrin alapti kontrasztanyagokat alkalmazott (Aime, 1991). A CD-alapi MRI
kontrasztanyagok kontrasztot hoztak 1étre a viz protonjainak spinracs relaxacios (T1) idejének
csokkentésével. Két kiilonbozd bevett modszer 1étezik a CD-alapt MRI kontrasztanyagok
szintézisére: (1) host-guest kdlcsonhatdsok a CD-iireg ¢és a fém-szerves komplexek kozott
(Aime, 1991; Aime és mtsai., 1997) és (2) a CD-k fém-szerves komplexekhez vald kozvetlen
konjugalasaval a CD-molekula kiilsé hidroxil csoportjain keresztiil (Barge és mtsai., 2007). A
T1 relaxacios id6 csokkentésével a CD-alapt kontrasztanyagok képe jelentdsen kontrasztosabb,
mint a fém-szerves molekula komplexeké dnmagukban (Aime és mtsai., 1997; Carrera és

mtsai., 2007).

A kozelmultban volt arra példa, hogy a ciklodextrineket kontrasztanyagként alkalmaztak
ultrahang (US) és fotoakusztikus képalkotdshoz (PAI). A kontraszt Iétrehozasdnak
mechanizmusa a biologiai szovet €s a CD-alapt szerek kozotti lényeges impedancia
kiilonbségeken alapul (Yao és mtsai., 2014). A PAI képalkotas mechanizmusa bonyolultabb: a
PAI tracer melegités hatidsara elnyeli a fényt. Amikor emelkedik a hdémérséklet, a
kontrasztanyag thermoelasztikus taguldson megy keresztiil, amelynek eredménye ultrahang
hullamokat emittal, amelyek ultrahang vevovel érzékelhetéek (Laramie és mtsai., 2018; Weber
¢s mtsai., 2016). A kifejlesztett CD-alapu fotoakusztikus kontrasztanyagok az infravoros

tartomanyban nyelték el a fényt (Y. Wang és mtsai., 2017; Yu és mtsai., 2017).

Végiil tobb CT (computer tomograf) vizsgalatot is végeztek a CD-alapti kontrasztanyagok
hatékonysagat vizsgalva (Lin, W és mtsai., 2017; Zhou és mtsai., 2014). Valamennyi fejlesztés
a CD-alapu nanorészecskékre 0sszpontositott, amelyek fématomokat (Au, Yb, Dy) tartalmaztak
(Lin, W és mtsai., 2017; C. Zhang ¢és mtsai., 2019; Zhou és mtsai., 2014, 2014). A nagy

rendszamu elem jelenléte noveli a rontgen adszorpcids egyiitthatot, igy novelve a kontrasztot.
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Ezek a CD-alapu kontrasztanyagok jobb teljesitményt mutattak a hagyomanyos jod alapa CT-
szerekhez képest (Lin, W és mtsai., 2017).

2.4.1. Radiojelolt ciklodextrin alapi kontrasztanyagok

A PET és a SPECT olyan képalkotd eljarasok, amelyek radioaktiv jeldlést igényelnek a
tomografiai képek eldallitdsdhoz. Ezek a rendszerek jobb érzékenységgel és mélyebb szoveti
behatolassal rendelkeznek, mint a lumineszcencia alapi képalkotds (Sk és mtsai., 2020);
mukodésiikhoz kisebb dozist képalkotd szerre van sziikségiik. A PET/SPECT nyomjelzok
alkalmazasa azonban a radioaktivan jeldlt izotopok felezési idejére korlatozodik, ill. ezen
anyagok biologiai eloszlasara az ¢l6 szervezetben. Az elsé CD-alapu PET képalkotast 2007-
ben Bartlett és mtsai. végezték. (Bartlett és mtsai., 2007). Az els¢ CD-alapt transzferin (Tf)
targetalt nanorészecskéket siRNS szallitoként alkalmaztak a tumorsejtekhez. A nem-targetalt,
¢és a Tf- targetalt siRNS nanorészecskéket ciklodextrint tartalmazo polikation felhasznalasaval
szintetizaltdk. Az adamantan PEG-et tartalmazo nanorészecskék felszinét 1%-ban Tf-fel
modositottak. Az siRNS-t az 50-es végen DOTA-val konjugaltdk a tovabbi 64Cu jelolés
okan.(Bartlett és mtsai., 2007) A MicroPET a Tf -targetalas elhanyagolhat6 hatasat tarta fel

ligandum célba juttatdsa valamint NP-k a bioldgiai eloszlasanak befolyasolasa terén.

Erdekes modon a CD jelenléte a terdpias vegyiiletekben lehetévé teszi a radioizotopos jelolést
a gyogyszer cirkulacié vizsgalataira PET képalkotasi eljarassal. Az IT-101, klinikailag
kifejlesztett, a rak kezelésére szolgaldo gyogyszer in vivo biologiai eloszlasat Neuro2A
daganatos egereken vizsgaltak. Az IT-101 egy f-CD alapu polimerekkel (CDP) (amely az aktiv
molekula hordozorendszere) konjugélt kamptotecin molekula (CPT). A CDP jelolése DOTA
komplexen ®*Cu-val tortént a micro PET képalkotashoz; az igy kapott nanorészecske hasonld
volt az IT-101 szerkezetéhez. A ®4Cu-IT-101 plazma farmakokinetikjat 1, 4 és 24 oraval az
injekcid beadasa utan vizsgaltdk microPET/CT -vel. Kimutattak, hogy egy kis molekulatomegii
frakcid gyorsan kiiiriil a veséken keresztiil, mig a fennmaradd NP-k =13 o6ra terminalis felezési
iddvel keringtek, két fazisti eliminacids profilt adva. Biodisztribucidt az IT-101 beadésa utan

24 6raval megvizsgaltak; a legmagasabb szdveti koncentraciot a daganat, majd a maj mutatott.

Egy masik tanulmany, a CD gyogyszerbejuttatasra gyakorolt hatasat vizsgalta, valamint CD-
alapti SPECT képalkoto agens kifejlesztésének lehetdségét (Areses és mtsai., 2011). Areses és
munkatarsai Osszehasonlitottdk az ordlisan beadott poli(anhidrid) nanorészecskék és a
ciklodextrint tartalmazé nanorészecskék szerveloszlasat patkanyokban. A jel6lést a SPECT

képalkotashoz *"Tc-vel végezték.
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Liu és munkatarsai 2011-ben (Q. Liu és mtsai., 2011) tanulmanyoztak a NP-k biologiai
eloszlasanak javitdsat CD segitségével. Ritkafoldfém ritkaf6ldfém-olajsav nanorészecskéket
allitottak eld ¢és a-CD-vel modositottdk a vizoldékonysag ndvelése érdekében. Ezeket a
komplexeket *8F-ral jelslték mikroPET-képalkotas céljabol. Az ex vivo és in vivo biologiai
megoszlast egerekben 5 perc és 2 ora elteltével vizsgaltak. Az ex vivo képalkotas a
nanorészecskék gyors felhalmozddasat mutatta a majban (~90,8% injektalt dozis (ID)/g) és
Iépben (~62,5% ID/g) 5 percnél; a majfelvétel tovabbi csokkentést mutatott~57,6% ID/g-ra,
mig a Iépben valo felhalmozodas 18,9% ID/g-kal nétt az injekcio beadasa utan 2 oraval. Az in
vivo microPET képek 6sszhangban voltak az ex vivo biologiai eloszlasi eredményekkel, és

intenziv radioaktiv jeleket mutattak a majban és 1épben 5 perccel az injekcid beadésa utan.

2.4.2. A ciklodextrinek felhasznalasa pozitron emisszios tomografia PET képalkoto
szerként

Masodsorban a PET- pozitron emisszids tomografia esetén is van arra példa, hogy CD alapu
molekulakat hasznalnak képalkoté szerként.(Bartlett és mtsai., 2007). A PET izotopok
pozitront emittalnak, amelyek annihilacié soran elektronnal part képeznek és két, egymassal
ellentétes iranyban tdvozo gamma-fotonna alakulnak at, amelyeket detektalunk (Gomes és
mtsai., 2020) A CD- alapu PET tracerek két osztalyra bonthatok: az elsé osztaly radioaktivan
jelolt, CD-alapu nanorészecskéket (NP-ket) tartalmaz, altalaban ®*Cu (Bartlett és mtsai., 2007)
vagy '8F izotopot (Gomes és mtsai., 2020). Egy masik, nemrég kifejlesztett PET képalkotd
anyag %Ga-mal jelolt p-NCS-benzil-NODA-GA (NODAGA) kelatképzohdz konjugalt CD-
molekulakat tartalmaz (Hajdu és mtsai., 2019; Trencsényi és mtsai., 2020). llletve, emellett CD-
alapt kontrasztanyagokat fejlesztettek SPECT (single photon emission computed tomography)
eljarasokhoz. A SPECT kontrasztanyagként hasznalt ciklodextrin alapi nanorészecskéket

9MTc-mal (Areses és mtsai., 2011) vagy '°I-dal jelolték.
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2.5. Orvosi képalkotasi eljarasok

2.5.1. Molekularis képalkotas definicidja

A molekularis képalkotas biologiai folyamatok molekularis és sejt szinten torténd
vizualizalasa, karakterizalasa és mérése emberi és mas élo szervezetekben. Ennek
véghezviteléhez, a molekularis képalkotas jellemzéen 2- vagy 3- dimenzios képalkotast is
magaba foglal, illetve idobeni kvantifikalast. Az alkalmazott tehnikak kozzé tartoznak:
radiojelzett leképezés/nukledris medicina, MR képalkotds, MR spektroszkopia, optikai

leképezés, ultrahang és masok”™

(Mankoff és mtsai altal publikalt definicio(Mankoff, 2007))
2.5.2. Funkcionalis képalkotas

Pozitron emisszios tomografia (PET)

A PET az egyik legmodernebb orvosi képalkotd eljaras, mely sordn pozitront sugarzo
izotopokkal jelolt molekuldk segitségével abrazolja a szervezet biokémiai folyamatait. A
radioaktiv izotop bomléasakor pozitront bocsat ki, amely a szovetekben megtett Gt végén az in.
annihilacid sordn elektronnal part képez és két, egymassal ellentétes irdnyban tdvozd gamma-

fotonna atalakul.

A pozitronemisszios tomografia (PET) képeket general a pozitronsugarzok eloszlasardl az €16
szervezetben. A PET-rendszereknél B* sugarzo radionuklidokat alkalmaznak. A magbol
kilok6dott pozitron elektronnal titkdzve annihilalodik, és két y fotont bocsajt ki, melyek
ellentétes iranyba mozognak, energiajuk S511keV. A pacienst koriilvevé detektorok az
annihilacié helyét lokalizaljak. (2. dbra) Az egyes detektorok az eseményeknek csak kis részét
detektaljak. A PET képalkotas térbeli felbontasat korlatozza a pozitronok megsemmistilésének
alapvetd természete, ahogy a pozitronok az emberi szoveteken keresztiil haladnak, az
elektronokkal part képezve jelentds irdnyeltérésen mennek keresztiil és kanyargods utat

kovetnek, ahogy feladjak mozgési energidjukat.
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2.abra A PET miikodési semdja
2.5.3. Anatémiai vizsgalatok
PET-CT rendszer

A PET/CT rendszer egyesiti a pozitron emisszidos tomografia (PET) és rontgen
komputertomografia (CT) rendszerét egyetlen betegasztallal rendelkezd késziilékbe ¢és
egységes operacios rendszerbe, hogy a paciens beszkennelhetd legyen mindkét modszerrel egy
munkamenet soran anélkiil, hogy elmozdulna az asztalr6l. Ez egy kombinalt rendszer, amely
képes Osszevont képet eldallitani, funkcionalis és anatdmiai OsszetevOkrdl, igy az orvos

mindkét tipust informaciodt egyiitt tudja értékelni. (3.4bra)

3.abra PET-CT gép
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A jelenleg elérhet6 leggyorsabb szkennerek 15 perc alatt felvételt készitenek a teljes testrél és
képesek 1mm-nél kisebb teriiletek detektalasara. Ez a szkennelési eljaras 1ényegesen gyorsabb,

informativabb, mint egy 0sszehasonlithat6 6nallé PET-vizsgalat.

2.5.4. Pozitron emisszios tomografia- magneses rezonancia képalkotas (PET/MRI)

A pozitronemisszios tomografia—magneses rezonancia képalkotas (PET-MRI) egy olyan hibrid
képalkotd technologia, amely magaban foglalja a mégneses rezonancia képalkotds (MRI)
lagyrész-morfologiai képalkotdsat és a pozitronemisszids tomografia (PET) funkcionalis

képalkotasat(Antoch & Bockisch, 2009)

A szimultan PET/MR-detektalast eloszor 1997-ben mutattak be, azonban tovabbi 13 évtelt el
mire az 0j detektortechnologidknak koszonhetden, ezen klinikai rendszerek kereskedelmi

forgalomba keriiltek.(Luna és mtsai., 2013)

Jelenleg a PET-MRI {6 klinikai teriiletei az onkoldgia (Buchbender és mtsai., 2012a, 2012b;
Martinez-Moller és mtsai., 2012) kardiologia (Rischpler és mtsai., 2013) a neurolégia(Dimou
¢és mtsai., é. n.) és az idegtudomany(Cho és mtsai., 2013). Jelenleg aktiv kutatasok folynak az
uj PET-MRI diagnosztikai modszer fejlesztésére. A technoldgia egyesiti a szovetek MRI altali
funkcionalis jellemzését a PET anyagcsere leképezésének érzékenységével. Ezaltal lehetové
teszi a radioaktivan jelolt sejttipusok és receptorok funkcionalis és anyagcsere folyamatainak

megismerését

2.5.5. Laboratériumi Kisallat PET

Szamos hagyomanyos orvosi képalkoto technologia, beleértve a pozitronemisszids tomografiat
(PET) alkalmas kistestii laboratoriumi allatok leképezésére. A PET, mivel rendkiviil érzékeny,
anyagok vizsgalatara akar receptorszinten is. Ezen késziilékek megegyeznek a betegellatasban
alkalmazott berendezésekkel, csak kisebb méretben. A PET elénye, hogy nem invaziv
képalkotd technika, mellyel egy radioaktivan jelolt anyag biologiai eloszldsanak teljes
id6tartama egyetlen ¢€l0 dallatban is meghatarozhatd. Ezenkiviil az allat késobb ujra
tanulmanyozhat6 napokig, hetekig, sdt honapokig. Mivel ugyanaz az allat minden idépontban
hasznalhat6, dnmaga kontrolljaként szolgal kikiiszobolve ezzel a szorést, amely az allatok
kozotti kiilonbségekbdl adodik. Egyetlen allat vizsgalhato tobbszor PET-tel igy biztosithatva

ugyanazokat az adatokat, amelyekhez tobb tiz allatra lett volna sziikség, igy kevesebb aldozatot
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igényld a hagyomdanyos invaziv technikdk alkalmazasahoz képest. Ez egyértelmiien
Osszhangban van a kisérletekben hasznalatos laboratériumi allatok szamanak csokkentésére
iranyulo elvarassal, de ugyanolyan fontos, hogy jelentdsen csokkentheti a kisérletek koltségeit
¢s felgyorsitja az eredmények elérhetOségét. Az adatok mindségének javulasat is
eredményezheti. Szamos pozitronnal jelolt vegyiiletet szintetizaltak mar az elmult évtizedekben
(Wolf & Fowler, 1987), ezaltal lehetévé téve a mennyiségileg mérendd biologiai folyamatok
széles skalajat nem invazivan és ismételten PET altal. (Phelps, 2000). A radiotracer nagyon
magas érzékenységével kombinalt modszerek, €és a rugalmassag az €16 biologiai lekérdezéshez
specifikus enzimek, fehérjék, receptorok és gének szintjén mitkdo rendszerek teszik a PET-et
rendkiviil vonzova a laboratériumi allatokon végzett vizsgalatokban. A technika masik fontos
elénye az, hogy hidat biztosit az allatmodell és a human tanulmanyok kdzott. Fontos kérdés az
allat modellek felhasznalasaval kapcsolatban, hogy a modell mennyire josolja meg a human
eredményeket. A PET-hez hasonld technikdk biztositjdk pontosan ugyanazon kisérletek
elvégzésének lehetoségét egérben és emberben, megkonnyitve a kdzvetlen dsszehasonlitast és
az allatmodell adatainak megfeleld értelmezését. Napjainkban a PET alkalmazasi kore kicsi, a
laboratériumi allatok még mindig meglehetdsen korlatozott szaméanak kdszonhetéen, valamint
magas a kezdeti felszerelési koltség, az allatok korlatozott szdma, a PET szkennerek, és a PET
nyomjelzok beszerzési koltsége miatt. Ennek a technologianak a megismerése, és felhasznalasa
iranti érdekldédés gyorsan novekszik a bioldgiai tudomanyok, valamint a gyogyszerészet €s a

biotechnologia teriiletén is

4.abra: Kisallat PET-scanner
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2.5.6. A PET lehetdségei a kisallat-képalkotasban

A PET kihivasa az el6zéek fényében egyértelmi. Kompakt, megfizethetd, elegendd
mennyiségl €s teljesitményl (térbeli és idobeli felbontds és érzékenység) tomografra van
sziikség. A PET-szkenner alkalmazasa, azért, hogy kvantitativan mérhessiik a biologiai
folyamatokat az egér és patkanymodelleken, hatékony eszkoz lenne a modern bioldgiaban. A
transzgenikus allatok in vivo tanulmanyozasanak képessége, a PET technikak gyors fejlodése,
az 0j gyogyszerek in vivo vizsgalataban szinte korlatlan lehetdségeket nyit a kisallatmodelleken
végzett kutatdsok szdmara. De a PET alkalmazasa nem trividlis, mert a felbontasi és
érzékenységi kdvetelmények szigortak, foglalkozni kell a PET koltségével és Osszetettségével,
mindemellett a PET nyomjelz6khoz vald hozzaférés is nyilvanvaléan korlatozd tényezd.
Azonban, a PET fontos szerepet jatszhat kihaszndlva a genomprojekt elényeit, mivel olyan
eszk6z, amely segiti a fejlesztést és a megfigyelést j genetikai és molekularis terapiak esetén,

az egértdl az emberig, méltova téve az eljarast a kutatasi erdfeszitésekre.

2.5.7. Kihivasok a kisallat-PET alkalmazasokban

Szamos olyan kérdés mertil fel, amelyeket koriiltekintéen kell kezelni allatkisérletekben. Ezek

koziil néhany hasonlo az emberi felhasznalasra tervezett PET szkennerek optimalizalasdhoz.

A PET képalkotd technologia elsé kihivasa egyértelmiien a vizsgalt alanyok méretbeli
kiilonbségbdl szarmazik. Mig az ember (sulya ~70 kg) a laboratoriumi patkany tomege~ 300 g.
Ez tobb mint 200-szoros térfogat csokkenést jelent. A laboratoriumi egerek, ~30 g tomege
esetén ez Ujabb nagysagrendl térfogatcsokkenés. A hasonld képmindség elérése céljabol az
emberi és kisallat PET-et hasonloan kell fejleszteni. A rekonstrudlt térbeli felbontas a miniPET
esetén <I mm minden irdnyban (<1 pl térfogatban) szemben a ~10 mm-rel (~1 ml térfogattal)
az emberi egészre jellemzd rekonstrualt képfelbontdsu testtanulmanyoknél. Ezen
méretkiilonbségek miatt (1j megkozelitéseket kell alkalmazni mind a detektor anyagaban, mind

a kialakitasaban.

A képalkotd miiszer abszolut detektalasi érzékenységének (a radioaktiv bomlds azon része,
amely az észlelt esemény) legalabb olyan jonak kell lennie, sot lehetdleg sokkal jobbnak, mint
a tipikus klinikai PET-szkennerének. Az észlelt beiitések szama felbontasi elemenként

kozvetleniil meghatarozza a rekonstrudlt képek jel-zaj szintjét. Ha az érzékenységi kritérium
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nem teljesiil, akkor a rekonstrualt képeken lathato zaj, rontja a térbeli felbontas mindségét. Bar
ez a relativ érzékenységcsokkenés egérben az emberhez képest, részben nagyobb mennyiségii
radioaktivités injektalassal kezelhetd, de felmeriil néhany alapvetd kérdés, amelyek korlatozzak
az dozis emelésének mértekét. Egy masik megkozelités az érzékenységi probléma

crer

kihasznaljék a beiitések szamat.

A beadhato radioaktivitds mennyiségét az injekcio fizikai térfogata is korlatozza. Ugyanis az
egér vér mennyisége mindossze 2,5 ml és maximum koriilbeliil 0,25 ml a biztonsagosan

beadhat6 térfogat

Az éllatot mozdulatlanul kell tartani a képalkoto vizsgalat idotartama sordn, ezért szinte minden

allati PET-vizsgalat altatasban torténik.(Wernick & Aarsvold, 2004).
2.5.8. Kisallat PET az onkolégiaban

Az onkoldgiai alkalmazasok talan a legjobb lehetdségeket kinaljak a kisallat PET szamdra. A
tumormodelleknek nagy a variabilitdsa egyik allatr6l a masikra, PET segitségével azonban
elérhetd az alanyon beliili tervezés. Ezenkiviil az elsddleges daganatok vizsgélata gyakran
egyszeril, mert ezeket elhelyezhetik a szervtdl tdvol a combban, a vallban vagy az allat hatan.
Ebben a hattérkornyezetben konnyebb a szamszerlsités és a részleges térfogatkorrekciok
becsiilhetdk. A PET képes a teljes allat felmérésére is, lehetévé téve a metasztatdzisok

terjedésének megfigyelését és nyomon kovetését.(Wernick & Aarsvold, 2004)

2.6. Alkalmazott PET-radionuklidok és PET-radiofarmakonok

1975-ben megjelent az elsé pozitron-emisszios transzaxialis tomograf leirasa (Ter-Pogossian
és mtsai.,, 1975). A kezdeti idokben a PET torténete soran kismolekuldju farmakonokat
alkalmaztak, melyeket a rovid felezési idejii, ciklotronban eléallithatd nem-fém
radionuklidokkal jeloltek. Ezen anyagok dominancidja a klinikumban val6 alkalmazasban mind
a mai napig fennall, mivel a leggyakrabban tovabbra is a 8F, a 1C, BN és °O-nuklidokat

tartalmazo PET-radiofarmakonokat alkalmazzak.

Az orvoslas egyre személyre szabottabb mivolta és a boviilé orvostudomanyi tudas miatt
specifikusabb radiofarmakonok kifejlesztése sziikséges (Kraeber-Bodéré & Barbet, 2014).
Receptorspecifikus ligandok, példaul antitestek vagy peptidek jeldlése kovalens kotéssel
nehezen megvaldsithat6, ezért az irodalomban %®Ga-jeldlt-analog alkalmazasét javasoljak 18F

helyett.(Pohle ¢és mtsai.,, 2012) Makromolekulak nagy hatékonysaggal jelolhetéek
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radionukliddal linker-molekulan keresztiili kelator-egységekkel torténd Osszekapcsolassal.
Ebben az esetben a targetalt receptorral vald kapcsolodashoz sziikséges makromolekula-
alegységnek intaktnak kell maradnia, és a linker kivalasztasanal fontos, hogy a jelolt farmakon
biodisztribticidja a receptor elérését a szervezetben ne akadalyozza, vagy ha lehetséges akkor
fokozza. Emiatt sok PET-radiofém-radiofarmakont hasznalnak a PET vizsgalatok soran

preklinikai, elvétve klinikai szinten is.

1.tablazat Leggyakrabban alkalmazott radiofémek, tulajdonsagaik, és alkalmazasuk

Radionuklid | p+- tu Emax | Fontosabb Alkalmazas
bomlas (MeV) | radiofarmakonok
(%)
#3c-DOTA-(cRGD)2
(Hernan;lgi 6e)s mtsai., avB3-integrinek
#Sc 94,3 3,9h 1,47 456-DOTA-NOC kimutat?isa ’
L . Szomatosztatin analog
(Domnanich és mtsai.,
2017)
84Cu-ATSM (C. J.
Anderson & Ferdani,
64 2009) Hypoxia kimutatasa,
Cu 17.6 12,7 0,66 #4Cu-TETA-OC (C.J. | szomatosztatin analdg
Anderson & Ferdani,
2009)
%8Ga-DOTA-TOC/
%8Ga-DOTA-TATE/
%8Ga-DOTA-NOC szomatosztatin analog,
(Yang és mtsai., 2014) Kemokin-receptor
%Ga 89,1 67,7min | 1,89 | %®Ga-DOTA-CPCR4-2 CXCR4
(Gourni és mtsai., kimutatasa,Prosztata
2011) tumorok kimutatasa
8Ga-PSMA (Eder és
mtsai., 2012)
82 4
82Rp 955 | 1,3min | 3,15 Rg}fs';‘_{e;elng’ ® | Myocardialis perfuzié
89Zr-trastuzumab
87Zr 22,7 78,5min 0,9 (Dijkers és mtsai., HERZ-reC?ptor
2010) kimutatéasa

2.6.1. Radionuklid generatorok

A radionuklid generator az OGYEI definicidja szerint a kovetkezd: ,, minden olyan rendszer,
amely meghatdrozott anya- radionuklidot (anyaelem) foglal magdban; ez az anyaradionuklid
leany-radionuklidot (leanyelem) termel, amelyet elucioval vagy egyéb modszerrel nyeriink és

radioaktiv gyogyszerkészitményekben alkalmazunk. ,,

(RADIOAKTIV GYOGYSZERKESZITMENYEK. Radiopharmaceutica - PDF Free Download,

¢.n.)
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2.6.2. A gallium

A Gallium a periddusos rendszerben a 31.rendszamot viseli, a 13. csoportba (III. fécsoport)
tartozo, elemi allapotban eziistos szinii, lagy, mérgez6 hatast, konnyen nyujthaté fém. Paul-
Emile Lecoq de Boishaudran fedezte fel 1875-ben, bér 1étezését Mengyelejev mar 1871-ben
megjosolta. A gallium elektronkonfiguracioja miatt vegyiileteiben + 3-as oxidacios szammal
rendelkezik, azonban + 1-es oxidaciésszamu vegyiiletei is el6fordulnak, amelyek meglehetsen
bomlékonyak, éppen ezért ritkak. A gallium hard sav, tehat jellemzden ionos €s apolaris Lewis-

bazisokkal képez sokat.

A galliumnak osszesen 30 izotopja ismert, melybdl a legjelentésebb a %8Ga, mert PET

képalkotasra hasznaljak.

A 68 germanium/68 gallium generatorok fejlesztése az 1970-es évektdl (Green & Welch, 1989;
Hnatowich, 1977) napjainkig tart, részletes leirasok sziilettek, mind kémiai, mind
radiofarmaciai szempontbol Meacke altal. (Maecke & André, 2007) Azonban klinikailag
jelentds fejlédés, valodi elrelépés a 8Ga PET képalkotasban a kétezres évek elejéig a %Ga-
DOTATOC PET képalkot6 szer bevezetéséig nem tortént. Az elsé publikalt relevans attorést
jelentd klinikai munka a %8Ga-DOTATOC PET képalkotasrél meningiomédban szenvedd
betegeknél 2001-ben tortént a Henze és mstsai (Henze és mtsai., 2005) altal. Azdta koztudott a
meningiomak magas foki SSTR2-expresszidja, amely a ®8Ga-DOTATOC segitségével torténd

PET képalkotas altal megkiilonboztethetd a neurofibromaktol és attétektdl.

Annak ellenére, hogy a %®Ga pozitron emitterként tobb mint harminc éve rendelkezésre 4ll,
széles korli alkalmazasa a PET képalkotasban viszonylag (ij. Onmagaban, vagy 0j molekuldk

részeként potencialisan felhasznalhatd emberi betegségek allatmodelljeiben torténd kutatasra.

2.6.3. $8Ge/%®Ga generatorok

A %8Ga izotop hasznalata a nuklearis medicinaban a %8Ge/%®Ga generator kifejlesztése miatt,
terjedt el, mert igy a sziikséges radionuklid konnyedén eldallithatd nagy koltségigényl
ciklotron nélkiil is. A generatorbol a germanium-68 anya-radionuklidbol ®Ga(p,2n) %8Ge
magreakcioval nyerhetd a gallium-68. Ezen folyamat két modon valésithaté meg: vagy °Ga-
ban dusitott targetanyag, vagy legalabb 60% %9Ga-izotépot tartalmazo természetes gallium
besugarzasaval. Mivel az anya-nuklid 270 nap felezési idével rendelkezik, a generator-¢életidd
is hossz, amely sok elénnyel jar (Sudbrock és mtsai., 2014). A ®8Ge/*®Ga-generator elso leirasa
1960-ban Gleason atlal tortént (,,positron cow”)(Gleason, 1960), amely prototipus még
folyadék-folyadék extrakcio altal és hozzaadott stabil Ga Ill-oldattal valasztotta el a
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leanyelemet az anyaelemtdl Ezt kdvetd generacid az A1203 alapu szilard-fazisu kromatografias
generatorok voltak (Green & Welch, 1989), amelyek EDTA-val torténd eltciot alkalmaztak a
8Ga eléallitasara, hozzaadott hordozo nélkiil. Az eldallitott ®Ga-EDTA-val agyi leképezés
kisérleteket valositottak meg a korai id6kben (Gottschalk & Anger, 1964), azonban kés6bb pont
ez a modszer szabott gatat a radiofarmakologiai fejlesztések terén, mivel az EDTA- komplex

kémiailag inert anyagként viselkedik ezért a radionuklid nehézkesen kinyerhetd.

A modern ®8Ge/®®Ga-generator Obninsk-bol, Oroszorszighdl szdrmazik. A generdtorbol
gallium-68 nyerhet6 ki az anyaelem a germanium-68 magreakcidjaval(p,2n), nagy tisztasagu
Gap03 felhasznalasaval. A leanyelem, a %Ga 89%-ban pozitron kibocsatassal, 11%-ban
elektronbefogassal bomlik. Felezési ideje 67,7 perc, kdzben max. pozitron energiaja 1899 keV,
és bomlasa soran stabil ®Zn keletkezik. A gallium-68 orvosi alkalmazisdhoz feltétleniil
szlikséges a germanium-68-t6l torténd maximalis megtisztitdsa, mert az biologiailag toxikus a
hosszl felezési ideje miatt. A jelenlegi generatorok olyan TiO»- vagy SnO», vagy szerves gyanta
alapti 6lom-boritasu, hordozhatd kromatografias oszlopok, melyekrél 70-80%-0s hozammal

elualhato a %Ga-izotop kationos formaban a kezdeti idékben (Rosch, 2013).

5.abra Hordozhato Gallium- 68 generdtor ( Ecklert&Ziegler-Németorszag)

Ezek a modern generatorok akar egy évig is képesek hasznos aktivitast szolgéltatni, és akar

naponta tobbszor is elualhatd roluk gallium 68- izotop.
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Habar a %Ga-jelolések elméletileg egy egylépéses fémion — kelatoregység kozotti
komplexképzésbol 4llnak, mégis hatraltatd tényezét jelent az, hogy a *8Ga-aktivitas generator-
eluatumon keresztiil érhetd el, a jelolési protokollok kidolgozasa szempontjabol,(Baum &

Rosch, 2013) az alabbiak miatt:
1. Hossztavon megné az eluatum ®8Ge-szennyezés (4ttorés) mértéke

2. Az eluatumban potenciadlis kompetitorok jelennek meg a komplexképzés soran
szennyezd fémionok forméjaban (P1: Zn, Fe), tehat sem kémiailag sem radionuklidosan

nem tiszta.

3. a %Ga-aktivitds erésen savas kozegben elualhatd, ez protonalhat olyan funkcids
csoportokat, melyek a kelatképzést akadalyozhatjak, valamint a nagy elucios térfogat

akar nagysagrendekkel novelheti a prekurzor igényt.

2.6.4. A Bizmut

A bizmut a peridédusos rendszer 83 -as rendszamt kémiai eleme, vegyjele Bi. Kemény, rideg,
fémes elem, nagy szemcsékben kristalyosodik. Sokaig a legnagyobb rendszamu stabil elemnek
tekintették, de 2003-ban felfedezték, hogy gyengén alfa sugarzd. Valentinus Basilius fedezte
fel 1405-ben.

A Bi egy olyan elem, amelyet a konnytli fém focsoporthoz képest csak korlatozott figyelemben
részesiilt a multban. Azonban a Bi-vegyiileteket jelenleg széles spektrumban alkalmazzdk a
nem mérgezd pigmentektdl és katalizatoroktol a biokompatibilis adalékanyagokon at, fogaszati
anyagokban és gyogymodokban a human- és allatgydgyaszatban (Briand & Burford, 1999;
Mehring, 2007), A j6 kelatképzé tulajdonsaga a 2*Bi-t alkalmassa teszi a radiofarmakonokban
tortend felhasznaldshoz. A Bi atomnak a 83 elektronja, kiilonb6z6 energiaszintek kozott van
elosztva. A legmagasabb ¢és legkiilsd energiaszinteket elfoglald elektronok felelések kémiai
reakcioképességéért.(Mehring, 2007). Bi [Xe] 4f145d106s26p3 elektronkonfiguracioval
rendelkezik, és hajlamos haromértékli bizmut (Bi3+) 6s2 vegyérték konfiguraciora. A 6s2
elektronpar ezen tendenciajara, azaz, hogy formalisan oxidalatlan maradjon a Bi-vegyiiletekben
(azaz a 6s elektronok magszerl természete), gyakran hasznaltak az ,,inert parhatas” (Lowry,
1928) vagy ,,nem hibridizacios hatas” kifejezést (Pyykko, 1988). A bizmutnak két f6 oxidacios
allapota van (III és V), amelyek koziil a Bi(IIl) a gyakoribb és stabilabb oxidacids allapot.
Azonban a Bi(Il) és Bi(IV) ritka el6fordulasarodl is beszamoltak (Ershov és mtsai., 1986). A
vizes Bi-kémiat tilnyomorészt a Bi(Ill) uralja, és a d'mez6 fémekkel ellentétben komplex és

klaszteres szerkezeteket képez széles pH-skalan (Naslund és mtsai., 2000). Alacsony pH-n (pl.
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pKal = 1,5), a Bi(III) kénnyen hidrolizisen megy keresztiil, igy Bi(III)-hidroxid keletkezik (Sun
¢és mtsai., 1997). Hig vizes oldatokban a mononuklearis komplexek dominélnak jelentdsen,
széles pH tartomanyaban (Pearson, 1969), és ezek a Bi mononuklearis komplexek nagyrészt
kovetik az OH- 1épésenkénti hozzaadésat ugy, hogy a Bi(OH)x(3x) (ahol x 4) komplexek
egymas utan képzddnek a pH ndvekedésével. A Bi(Ill) a Pearson-féle elmélet szerint kemény-
lagy sav-bazis (HSAB) hatarvonalbeli fémion (Pearson, 1969). Ennek ellenére jelentds
affinitassal bir a nitrogén- és oxigéndonor atomokhoz (Ferraz és mtsai., 2012; M.-X. Li és
mtsai., 2012; Sadler és mtsai., 1999); mindamellett egyes kutatok a Bi(III)-rol, mint erés Lewis-
savrol szamoltak be.(Tooth és mtsai., 2013) Ez a tulajdonsaga lehetdvé teszi az amino-
csoportokkal valéo komplexképzddést még alacsony pH mellett is (Hancock és mtsai., 1993). A
N- és O-donor atomokkal valé komplexképzési kinetika gyakran gyors, és az egyensulyi allapot

mar né¢hany perc alatt kialakul (Hancock és mtsai., 1993).

2.7. Kelatorok

Ha radioaktiv fémet hasznalnak célzott radionuklid terapidhoz, akkor a kelatképzonek egy extra
reaktiv funkcids csoportra van sziiksége. Ez a rész, amelyet bifunkciondlis kelatképzének (BF)
is neveznek, garantdlja a kovalens kotést a vektormolekuldval, €s stabil komplexet képez a
radiofémmel. Fontos, hogy a radiofém-kelatképzd komplexnek nagy termodinamikai
stabilitassal kell rendelkeznie és kinetikusan inertnek kell lennie, hogy elkeriiljiikk az in vivo
disszociacidt, amely tipikusan a transzkelécio révén kovetkezik be a szérumfehérjék és enzimek

esetében.

Az alapjan, hogy milyen egy kelator szerkezete, két tipusba sorolhatjuk: nyilt lanct -aciklusos
vagy gylrls szerkezetli -makrociklusos. A két csoport hasonl6 termodinamikai stabilitdsu, am
a makrociklusos kelatorok kinetikailag inertebbek. (Byegérd és mtsai., 2006; Stimmel és mtsai.,
2002). A makrociklus a kelator azon kozponti szerkezeti egysége, amelyben a fémion
elhelyezkedik. Az aciklusosos kelatorok esetén, mivel nem gytlirlis szerkezetliek, a kelat
kialakitasahoz kisebb energiat igényelnek. A fémionok komplexalasa soran a makrociklusok
funkciés csoportjai, valamint a gytriméret szelekcidés hatasa. (Price & Orvig, 2014) A
radiogyogyszerek farmakokinetikai viselkedésére nagy hatassal bir a radiofémet és kelatort
tartalmaz6 molekula tulajdonsagai és szerkezete. Ilyen példaul a gyakran tapasztalt rendkiviili
hidrofobicitas, mely determinalja a vesén keresztiili eliminéciot. Kis molekulatomegii hordozok
esetén a kelatorok megvaltoztatasa drasztikus valtozast idézhet el a szerveloszlasban. (Nayak
¢s mtsai., 2011) Fontos szempont a kelator kivalasztasanal a komplex kintetikai stabilitasa,

hiszen az €16 szervezetben a radiofémnek a hordozohoz kotve kell maradnia.
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2.7.1. ADTPA (dietilén- triamin-pentaecetsav) kelator

Aciklikus kelatorként elony0s tulajdonsaga, hogy szobahémérsékleten gyors komplexképzésre
képes, tehat a rendkiviil rovid felezési ideji radiofémek komplexalasara alkalmas. (S. Liu &
Edwards, 2001) A DTPA (dietilén- triamin-pentaecetsav) alkalmazhatdsagat régebben gyakran

vizsgaltak az irodalomban, mint ®Ga kelator. Azonban mivel alacsony stabilitasunak bizonyult

.....

oH HO

6.dbra: dietilén- triamin-pentaecetsav

2.7.2. ADOTA (1,4,7,10,-tetraazaciklododekan-N, N’, N”,N°”-tetraecetsav) kelatorok

A DOTA szamos radiofém esetében hasznalt, legszélesebb korben alkalmazott makrociklusos
kelator. Foleg %8Ga radiojelléseknél elterjedt a hasznélata, olyan korabbi fejlesztésii
radiofarmakonok esetén, melyeket rutin betegvizsgalatokban alkalmaznak, ilyen példaul a
szomatosztatin receptort expresszald neuroendokrin tumorok diagnosztikajara. (Yang és mtsai.,
2014) A DOTA radiofémekkel torténd komplex kialakitasaban a makrociklus nitrogén atomjai,
valamint karboxil csoportjanak oxigén atomjai vesznek részt. A komplex nagy gylrliméreti,
torzult oktaéderes szerkezetii, emiatt alacsony termodinamikai stabilitast (log p1 = 21,3- 26,1)
(Kubicek és mtsai., 2010). A DOTA felhasznalasa soran a legfontosabb akadaly lehet a magas
homérséklet, amelyen hatékonyan jelolhetd radiofémekkel (95 ° C). Emiatt hére érzékeny

hordozoknal alkalmazhatosaga korlatozott.
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T.abra: 1,4,7,10,-tetraazaciklododekan-N,N’, N” N’ ”’-tetraecetsav
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A 213Bi jelenlegi ,,arany standard” bifunkcids kelatképzdje az amino-karboxilat makrociklus
DOTA. A 213Bi-DOTA biokonjugatumok stabilak in vitro és in vivo legalabb két oran keresztiil
(Chan ¢és mtsai., 2017). A Bi3+ négyzetes antiprizma geometridt alkalmaz DOTA-val, igy

magas lesz a termodinamikai stabilitasa.

2.7.3. ANOTA (1,4,7- triazaciklononan- N, N°, N” -triecetsav) kelatorok

A DOTA kelator gytiri méretének lecsokkentésével késziilt j makrociklusos keldtorcsalad,
melynek kozponti eleme a triazaciklononan.(Hicks, 2012) Ezen kelatorok azért bizonyultak
hatékonynak a gallium jeldlés szempontjabol, mert a kisebb gytiriméret miatt a kotések feliileti
fesziiltsége csokkent, ezaltal a komplexek termodinamikai stabilitasa megnétt (log Bl =29,0-
31,0) (Clarke & Martell, 1991). A triazaciklononan gyirii alapjaul szolgal szamos vegyiiletnek,
melyek az oldallancok kémiai szerkezetében mutatnak kiilonbozdséget. Ilyen kelator példaul a

NODAGA (1,4,7- triazaciklononan, 1-glutarsav-4,7- diecetsav) (Velikyan és mtsai., 2008).

8. abra: 1,4,7- triazaciklononan- N, N°, N’ -triecetsav
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2.8. Hasnyalmirigy karcinoma

A hasnyalmirigy rak, vagy mas néven pankreasz karcinoma a hasnyalmirigy rosszindulatu
daganatos megbetegedése. Az elvaltozas rendkiviil rossz prognozisu, a betegek 5 éves tulélése
5% alatti. A rakos halalozast okoz6 daganatok koziil Magyarorszagon ez a daganattipus az 5.
helyen all. Az elvéltozasok az esetek 67%-ban a hasnyalmirigy fejébdl alakulnak ki, és a
diagnozis idopontjdban 2 cm-esek, mig a sebészi beavatkozas id6pontjaban 2,5-3,5 cm
nagysagot is elérhetnek. Jellemzden sargasagot vagy patkobél elzarodast okozhatnak. A
hasnyalmirigy farkdban vagy testében kialakuldé daganatok, mivel kevesebb tiinetet okoznak,
igy felfedezésiik idOpontjdban akar 6-7cm méretliek is lehetnek, ¢és sebészileg nem
reszekalhatoak.(Yamada’s Atlas of Gastroenterology | Wiley Online Books, é. n.) A legtobb
esetben a daganat felfedezésekor a betegség mar elérehaladott allapotban van, és az egy éves
tulélési esélyek nagyon alacsonyak. A hasnyalmirigyrakot néma gyilkosnak nevezik, mert a
kezdeti megbetegedés tiinetszegény, €s a késobbi panaszok sem specifikusak. A diagnoézis mar
attétes allapotban sziiletik meg. (Pancreatic Cancer—Patient Version - NCI, é. n.)
Legjelentdsebb tiinetei: dvszerli felhasi fajdalom, sargasag, jelentds fogyas, étvagytalansag.
(Pancreatic Cancer—Patient Version - NCI, é. n.)

A legnagyobb kockézati tényez6t a dohanyzas, az elhizés, valamint a II. tipusu cukorbetegség
jelentik, tulzott kaloriabevitellel egyiitt. A kiilonbozo toxinoknak (azbeszt, névényvéddszerek)
csak kis jelentdséget tulajdonitanak. (Midha és mtsai., 2016; Petersen, 2016) A vords és
feldolgozott hiisok rendszeres fogyasztasa, valamint a gyiimolcs és zoldségekben szegény
étrend bizonyitottan noveli a hasnydlmirigyrdk kialakuldsanak a kockazatat. 60 év felett, és
feérfiakban gyakoribb az el6fordulésa.

Szovettanilag a leggyakoribb hasnyalmirigyrak az adenokarcindma, amely az esetek dontd
tobbségében duktélis adenokarcindéma, amely — nevébdl értetdédden — a hasnyalmirigy kiilsé
elvalasztasti mirigyeinek csatornaibol, azaz a ductusokbodl indul ki (Kopper Laszld, Schaff
Zsuzsa, 2004).

A pankredsz karcinoma eléfordulasa a vilag kiilonbozd részein eltérd. Az Egyesiilt Allamokban
az afro-amerikaiak korében eléfordulasi gyakorisaga magasabb, mint a kaukazusiaké, vagy az
azsiai amerikaiaké. A csendes-Ocedni szigeteken a legalacsonyabb az eléfordulds gyakorisaga
(Midha és mtsai., 2016). Kindban a rdkos megbetegedések szama novekszik, €s a ndovekedés
liteme az utdbbi években parhuzamosan novekszik a vilag tobbi részével. A tarsadalmi
kiilonbségek, a varosi életmod szerepet jatszik a morbiditdsban, mert megbetegedések szama

¢s a halalozas a varosi teriileteken magasabb, mint a vidéken. (B.-Q. Li és mtsai., 2017) 2018-
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ra a vilagon a hasnyalmirigy tumoros megbetegedések eléforduldsi aranya Europaban a
legmagasabb (7,7/10 millid) és Eszak-Amerikaban (7,6/10 millio), Oceania (6,4/10 millié). Az
el6fordulasi arany Afrikdban a legalacsonyabb. (2,2/ 10 millio).(Rawla és mtsai., 2019).

Azon cukorbetegek korében, akik A, AB vagy B vércsoportuak nagyobb a kockazata a
hasnyalmirigy karcindéma kialakuldsanak, mint az 0-s vércsoportuaknal. (X. Li és mtsai., 2018;
Midha és mtsai., 2016) Van néhany evidencia arra vonatkoz6an, hogy az A tipusu vércsoport
¢s a cukorbetegség egyiitt jelentik a legnagyobb kockézatot.(Ciccone és mtsai., 2010; X. Li és
mtsai., 2018)

Az elmult évek tanulméanyai kimutattdk, hogy a csalddban eléfordulé pankredsz tumor
nagymértékben ndveli a betegség kockazatat. (Hruban és mtsai., 2010; Wood & Hruban, 2012)
Foéleg genetikai és szerzett génmutaciok okozzék, a PC-k tobb mint 80%-a szoérvanyos
mutacioknak kdszonhetd, és kis szadmu esetet specifikus genetikai mutaciok okoznak. A csaladi
PC kockazata exponencialisan n6 az els6foku rokonoknal. (Becker és mtsai., 2014; Yeo, 2015)
A modern epidemiologiai vizsgéalatok jelentés ndvekedést igazoltak a PC kialakuldsanak
kockazata, ¢és a cukorbetegség Osszefliggésében. (Gardner és mtsai., 2014) 1. tipusa
cukorbetegségben szenvedd betegeknél a PC kockézata 5-10-szeresére nd, ha betegséget tobb
mint 10 éve diagnosztizaltak. Cukorbetegeknél, akiknél tobb mint 20 éve diagnosztizaltdk a
betegséget, tovabb emelkedik, nagyobb a PC kockézata. (Bosetti és mtsai., 2014) Nemrég egy
2002-es tanulmany megallapitotta, 7,5 millio ember kovetése soran, hogy Osszehasonlitva a
cukorbetegségben nem szenvedd betegekkel, az Ujonnan diagnosztizalt cukorbetegekben
csaknem hétszeresére nd a PC kockéazata. Ezeknél a PC-s betegeknél a vércukorszint és a glikalt
hemoglobin (HbAlc) szintje szignifikansan emelkedett egy honappal a betegség diagnozisa
elott, ezért a HbAlc véarhatéan a potencialis biomarker a PC eldrejelzésére.(Huang €s mtsai.,
2020).

Egy 2187 PC-s beteg bevonasaval végzett kohorsz vizsgéalat megallapitotta, hogy a betegség
kockazata szignifikdnsan magasabb volt azoknal, akik tobb alkoholt ittak, mint 30 g/nap.
(Genkinger és mtsai., 2009). Egy metaanalizis megallapitotta, hogy az alacsony €s a mértékletes
alkoholfogyasztds nem jart PC-kockazattal, ¢&és dozis-hatds 0Osszefiiggés volt az
alkoholfogyasztas kozott és a tumor kialakuldsa kozott. A kockazat a sokat ivé populaciokban
emelkedett. (Y.-T. Wang és mtsai., 2016).

Az obezités is szerepet jatszik a betegség kialakulasban, mivel a gyorsan szaporodoé rakos sejtek

szdmara a lipidoxidacidé nélkiilozhetetlen a sejtek taléléséhez a nem tumoroshoz képest, a
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szoveti zsir ¢életképesebbé teheti a rakos sejteket. (Grachan és mtsai., 2021) Epidemiologiai

bizonyitékok arra utalnak, hogy az elhizés fontos kockdazati tényez6 a PC kialakuldsaban.

2.8.1. A hasnyalmirigy tumor diagnosztikaja

A koérszovettani elemzés és/vagy a citologia ,aranystandardja” a PC diagndzisdhoz a
kovetkezd: (1) Endoszkdpos ultrahang (EUS) vagy komputertomografia (CT) éltal iranyitott
biopszia: (2) ascites citoldgia; vagy (3) explorativ biopszia laparoszkopia alatt, vagy nyilt
mutéti diagndzis. A tumor stddium beosztasat képalkotod eljarasokkal végzik, ugy, mint
komputertomografia/pozitronemisszios tomografia. A hasnyalmirigy-elvaltozasok gyantjanak
diagnosztizaldsaban, a PC reszekalhatdsaga, vaszkularis invazio felmérése és a metasztazisok
felmérésére a multidetektoros komputertomografia (MDCT) ma mar rutinvizsgalatnak szamit.
Az MDCT nemcsak a kis elagazasi ereket és a peripancreast képes megjeleniteni, hanem olyan
vaszkularis anatomiai eltéréseket is, amelyek altal jobban megérthetjiik az elvaltozasok
részleteit. A kiilonbozo szovetek morfologiai és stiriségvaltozasai, eldsegitik a PC stadiumanak
tilkrozését. Segitenek meghozni a dontést, azzal kapcsolatban, hogy sziikséges-e sebészeti
reszekcid Ugyanazon id6ben, a kornyezd szervek vérellatottsaganak mértéke alapjan
hatarozhatok meg a metasztazis jellemzdi (Ahn és mtsai., 2009).

A PC-stadiumai a japan hasnyalmirigy-tarsasag kritériumai alapjan:

I. stddium, a tumor atmérdje kisebb vagy egyenld, mint 2 cm, nincs vaszkularis invazio és
metasztazis;

II. stadium, a daganat atmérdje 2 cm-nél nagyobb és 4 cm-nél kisebb, burkolt rakos
sejtinfiltracio, nincs érinvazid, metasztazis;

III. stadium, daganat atmérdje nagyobb, mint 4 cm, a kozeli nyirokrendszer érintettsége mellett
metasztazis;

IV. stddiumban a tumor atmérdje nagyobb, mint 4 cm, tavoli nyirokcsomd metasztazisra utald
jelekkel.

A pozitronemisszios tomografia (PET) képes molekularis feltdrast végezni olyan informaciok,
alapjan, mint a finomszoveti funkciod és a test anyagcseréje. A PET-CT koran diagnosztizalja a
daganatokat és mas betegségeket. A daganatsejtek aktiv anyagcseréjének koszonhetéen a
radiofarmakonok felvétele 2-10-szerese a normal sejteknek, ami egy nyilvanvalo ,,fényfolt” a
képen. Ezért a daganat rejtett mikroszkopikus elvaltozasok alapjan (5 mm-nél nagyobb),
rendkiviil korai fazisban felismerhetd. (Ghaneh €és mtsai., 2018)

A hagyomanyos hasnyalmirigy tumor kezelés magaban foglalja a mitétet, a kemoterapiat,

radioterapiat és palliativ ellatast. Az elmult években a kutatasok a célzott terapia, immunterapia
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¢s mikrobidlis terdpia €s ezek kombinacidjara iranyulnak. Hasonloképpen, a PC stadiuma

hatarozza meg a kezelést, ezért rendkiviil fontos a korai pontos diagnozis felallitasa.

2.8.2.Prosztaglandin E2

A PGE2 ¢és receptorai jellemzden tulexpresszalodnak az aldbbi human eredetli rosszindulat
tumorokban, mint pl. hasnyalmirigy rak (Tong, és mtsai., 2018) vesedaganat (Verratti, és mtsai.,
2019), osteosarcoma (Zhou, és mtsai., 2019), vastagbél daganat (Park, és mtsai., 2018),
hepatocellularis carcinoma (Koga, és mtsai., 1999), hematologia tumorok (Zmigrodzka, és
mtsai., 2018) eml6 rak (Li, és mtsai., 2015), és glioblastoma (Jiang, Qiu, Li, & Shi, 2017). Ezért
a PGE2 molekulat intenziven vizsgaljak a rakellenes kutatasokban (O'Callaghan & Houston,
2015) (Tong, és mtsai., 2018) (Reader, Holt, & Fulton, 2011), valamint egyes tumorok
elorejelzé biomarkerévé valhat. Ezen eredmények alapjan a PEG2 az in vivo molekularis
képalkotés és a nuklearis medicina teriiletén 1) célpontta valt a tumorok vizsgalataban.

Egy 2017-es publikacio szerint a PGE2 nagy affinitassal k6tddik a RAMEB-hez, ami nagy
fontossagu lehet a PGE2 altal indukalt gyulladasos hyperalgézia kezelésében. (Sauer, és mtsai.,
2017). A PGE2 receptorok ¢és a ciklooxigenaz-2 (COX-2) /prosztaglandin E2 (PGE2) titvonal
kulcs szerepet jatszanak nemcsak a gyulladési folyamatokban, hanem a karcinogenezisben is.
A prosztaglandin E2 (PGE2) a ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzimatikus terméke, tulzott
expresszidja szerepet jatszik nemcsak a rak progresszidjaban, hanem a terapias rezisztencia
kialakuldsaban is. A COX-2/PGE2 tutvonal deregulacidja részt vesz a tumor eldidézésében,
fennmaradéaséaban és az attétes 1€ziok kialakulasaban is. Tobb publikdcioban megjelent, hogy a
tumor mikrokdrnyezetében a COX-2 ¢s PGE2 overexpresszidja rossz kimenetellel jar, €s
nagymértékben csokkenti a beteg tulélési esélyeit. (Greenhough, és mtsai., 2009)(Zmigrodzka
¢és mtsai., 2018) A G-proteinhez kapcsolt plazmamembran receptoron keresztiil a PGE2 a
kovetkezdféleképpen fejtheti ki hatasat: példaul a prosztanoid receptor az EP1-4- en keresztiil
hat a tumor kialakulasara és talélésére. Az EP1 és EP2 receptorok, amelyek magas PGE2
a tumorban az ér Ujra képzddést, valamint tamogatjak a tumorsejtek alkalmazkodasat a
hypoxiadhoz. (O'Callaghan & Houston, 2015) (Liu, Qu, & Yan, 2015). Tehat tamogatjak a

daganat sejtek tulélését €s a tavoli attétek kialakulasat.
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3. Célkitiizes

A doktori tanulmanyaim soran folytatott kutatdsaink célja, olyan radioaktivan jelzett
ciklodextrin szarmazékok - mint 01j radiofarmakonok- eléallitdsa, amelyek 10j utat nyithatnak a
PGE2 pozitiv hasnyalmirigy daganatok in vivo képalkotasaban diagnosztikajaban és
létrehozott radiofarmakonok alapos vizsgalatdhoz az alabbi projektek megvalositasaval
kivantunk hozzajarulni:

Az elsé projekt soran célunk volt radiojeldlt ciklodextrin szarmazék [*3Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB eldallitasa, karakterizalasa, in vitro, in vivo és ex vivo farmakokinetikai és
biodisztriblicios vizsgalata, prosztaglandin E2 pozitiv BxPC-3 tumor modellben, pozitron
emisszids tomografia alkalmazasaval. Munkank soran random metilezett béta-ciklodextrin
(RAMEB) szarmazékot konjugaltuk NODAGA kelatorral, majd az eldallitott vegyiiletet
gallium-68 izotoppal radiojeldltiik. A mindség-ellendrzés utan a radiofarmakont in vitro, ex
VIVO és in vivo koriilmények kozott teszteltiik. A PET vizsgalatok soran egészséges, kontroll
egereket, valamint PGE2 pozitiv (BxPC-3) illetve PGE2 negativ (PancTu-1) tumoros sejtek
felhasznalasaval indukalt tumoros allatmodelleket alkalmaztuk.

A masodik projekt soran célunk volt a komplexképzd és a diagnosztikus radioizotop
lecserélése, ezaltal olyan RAMEB szarmazék eldallitasa és vizsgalata, mely alkalmas lehet a
PGE2 receptort tulexpresszalo BxPC-3 hasnyalmirigy tumor radioterapias kezelésére. A
RAMEB szarmazékot DOTAGA kelatorral konjugaltuk, majd gallium-68, illetve bizmut-
205/206 izotopokkal jeloltiik. A farmakonokat ezutan az el6z6 projekthez hasonldan in vitro,
ex Vvivo és in vivo koriilmények kozott teszteltiik. A biologiai vizsgalatok soran egészséges

kontroll, illetve BXPC-3 tumort hordoz¢6 allatmodelleket alkalmaztunk.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Anyagok és eszkozok
A kémiai munka soran az alabbiakban felsorolt vegyszereket és reagenseket alkalmaztam. A
kutatas két fo iranyvonalat magaban foglalo projektek esetén egyiittesen ismertetem (zarojelben

a gyartot/forgalmazot tiintettem fel. illetve a cégek székhelyét)

A 6-monodeoxi-6-monoamino-random metilezett béta-ciklodextrin hidroklorid (NH2-
RAMEB) (CycloLab Ltd. Kat.Szam: CY-2056; Budapest, @ Magyarorszag);
p-NCS-benzil-NODA-GA(NODAGA)( CheMatech katalogusszam: C103
Dijon,Franciaorszag); p-NCS-Bz-DOTA-GA (DOTAGA) ( CheMatech katalégusszam: C115
Dijon, Franciaorszag);dimetil-szulfoxid (DMSO)(  Sigma-Aldrich  Kft. Budapest,
Magyarorszag); N,N-diizopropil-etil-amin  (DIPEA)( Sigma-Aldrich Kft. Budapest,
Magyarorszag ,a 2-amino-2-(hidroxi-metil)-1,3-propandiol -TRIS-bazis (Sigma-Aldrich Kft.
Budapest, Magyarorszag); ACS mindségli viz( Sigma-Aldrich Kft. Budapest,
Magyarorszag);natrium-acetat (VWR International Kft. Debrecen, Magyarorszag ) Ultra-tiszta
(u.p.) HC1 (Merck Kft. Budapest, Magyarorszag) aszkorbinsav(Sigma-Aldrich Kft.Budapest,
Magyarorszag); Dimetilsulfoxide D6(VWR International Kft. Debrecen, Magyarorszag);
Acetonitril, trifluorecetsav (Sigma-Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag) DCM — diklérmetan
(Sigma-Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag)

A kémiai kutatomunka soran hasznalt eszkozok és miiszerek a kévetkezoek voltak (zardjelben a

gyartot/ forgalmazot tiintettem fel, tovabba a cégek székhelyét)

KNAUER RP-HPLC (KNAUER Wissenschafttliche Gerdte GmbH, Berlin, Németorszag);
Supelco Discovery® Bio Wide Pore C-18 oszlop (( Lx [.D.:250 mm x 4,6 mm; részecskeméret:
10 um) Supleco Discovery ® Bio Wide Pore C18 oszlop ((L x L.D.: 150 mm X 10 mm,
részecskeméret: 10 um) Merck KGaA Darmstadt, Németorszag); Light C18 Sep-Pak Cartridge
(Waters MA USA) Oasis HLB Catridge (Waters MA USA); TK 200 gyantat tartalmaz6 oszlop
(TRISKEM INTERNATIONAL Bruz — FRANCE) *H-NMR ( Bruker WP 360 SY, Billerica,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok); MS (maXis II UHR ESI-TOF MS, Bruker Corp. Billerica,
Massachusetts, USA). %8Ge/*®Ga-generator (50 mCi, Gallia-Pharm, Eckert and Ziegler
Németorszag Berlin); Kalibralt gammaszamlalo ( Perkin-Elmer Packard Cobra, Waltham, MA,
USA UV detektor: Waters 486, Tunable absorbance detector ( Waters Corporation, Milford,
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Massachusetts USA); pH-mérd: Consort C83 1, Multi- parameter analyser ( Spektrum 3D Kft.,
Debrecen Magyarorszag); pH-szenzor (Mettler- Toledo Kft.,, Budapest, Magyarorszag)
Kever6gép: Thermolyne, SYBRON (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusets USA)
Liofilizator ( S-Biotech Kft. Budapest Magyarorszag); Centrifuga: Rotina 35R ( Dialab Kft.,
Budapest Magyarorszag) Magneses keveré (VELP Scientifica, Usmate Olaszorszag) GE
PETtrace ciklotron (Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Nukledris Medicina) Pipettak (
BIOHIT HealthCare, Finnorszdg Helsinki); Eppendorf ( Eppendorf AG Hamburg,
Németorszag); Centrifugacsé (VWR International Kft., Debrecen, Magyarorszag); Szilikaval
impregnalt kromatografias papir (Agilent Santa Clara, Kalifornia USA); H-Gly-HMPB-
ChemMatrix® gyanta (Sigma-Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag)

A biologiai mérések és vizsgalatok soran az alabbi anyagokat, eszkozoket és miiszereket

alkalmaztuk (zardjelben a gyartot/ forgalmazot tiintettem fel, tovabba a cégek székhelyét)

Egérkamra ( Mediso Ltd., Budapest Magyarorszag) miniPET (DE AOK OKI Nuklearis
Medicina Tanszék ¢s az MTA-ATOMKI munkatarsainak sajat fejlesztésti eszkdze, Debrecen
Magyarorszag); Sejttenyésztd inkubator: ESCO CelCulture® (Dialab Kft. Budapest
Magyarorszag); him CB17 SCID immunhidnyos egerek (Innovo Kft. Magyarorszag Budapest);
IVC rendszer- egyedileg szelloztetett ketrecrendszer ( Techniplast Buggugiata, Olaszorszag);
Fél szintetikus taplalék (Charles River Hungary Kft., G6dollé, Magyarorszag); Kisallat
altatogép ( Tec 3 Isoflurane Vaporizer forannal, Vetland Medical Sales & Services LLC,
Louisville, Kentucky, USA); T75 tenyésztoflaska ( Sarstedt, Németorszag); antimikotikum és
antibiotikum oldat ( Sigma Aldrich, St. Louis, USA); nytl monoklonalis anti-prosztaglandin E
receptor EP2 / PTGER2 antitest (Abcam, USA; kat. szdm: ab167171); humén hasnyalmirigy
adenokarcinéma sejtek BxPC-3 (ATCC, CRL-168) PancTu-1 (a Hamburgi Egyetem ajandéka)
; a BrainCad képelemzd szoftver; Leica DM2500 kutatomikroszkop (Leica Microsystems
Inc.10 Parkway North Deerfield, IL 60015)
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4.2. Monoamino-RAMEB konjugalasi reakciéja NODAGA kelatorral

A NODAGA kelatort az NH2-RAMEB aminocsoportjan keresztiil konjugaltuk - az aldbbiak
szerint: NH2-RAMEB-et (20 mg, 16,6 uM) feloldottunk vizben (4 ml), majd az oldatot 4 °C-ra
hitottik és 15 percig kevertettik. A NODAGA-t (9,9 mg, 16,6 uM) DMSO-ban (250 pl)
oldottuk, és az oldatot keverés kdzben a lehiitott NHo.-RAMEB oldathoz adtuk. A reakcidelegy
pH-jat DIPEA cseppenként torténd hozzaadasaval 8,5-re allitottuk be. A reakcioelegyet 24 dran
at szobahomérsékleten kevertettiilk. A terméket liofilizaltuk, vizben (1 ml) Gjra feloldottuk és
preparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk, a 4.3. fejezetben leirtak szerint. A szintézis hozama 74%
volt. ANODAGA-RAMEB tisztasaganak meghatarozasara analitikai RP-HPLC -t hasznaltunk,
Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszloppal (250 mm x 4,6 mm; részecskeméret: 10
um). A 4.3. fejezetben leirtak szerint. A kapott termék pontos molekulatomegét nagyfelbontast
tomegspektrometriaval (MS), a szerkezetét H-NMR-rel igazoltuk. A mintdkat a
kovetkezOképpen készitettiik eld: a tisztitds utan a teljes mennyiséget beoldottuk D6 DMSO-
ban (750 pl), majd leadtuk a DE Természettudomanyi és Technoldgiai kar Kémiai Intézet
Szerves Kémiai Tanszékére 'H-NMR vizsgilatra. A vizsgalat utn az azonositott termékbdl
(NODAGA-RAMEB) ultratiszta vizzel torzsoldatot (1 mM) készitettiink. A térzsoldatbol 100
pl mintat adtunk le a DE-TTK Alkalmazott Kémiai Tanszékére MS vizsgalatra, ahol a

méréseket elvégeztek €s segitettek az eredmények kiértékelésében, megértésében.

4.3. Preparativ és analitikai RP-HPLC

A kiilonb6z6 kelatorral konjugalt RAMEB szarmazékok tisztitisa KNAUER RP-HPLC
rendszer segitésével tortént, 150 mm x 10 mm preparativ Supelco Discovery® Bio Wide Pore
C18 oszlopon (részecskeméret: 10 um) az dramlési sebesség 4 ml/perc volt a kdvetkezd
gradiens alkalmazasa mellett: A eluens: 0 perc 90%, 2 perc 90%, 20 perc 40%, 30 perc 20%.
Az eluens rendszert A eluens (0,1% TFA vizben) és B eluens (0,1% TFA; acetonitril /viz 95:5

(v/v%)) alkotta. A detektalast abszorbancia detektorral végeztiik, 254 nm-en

A radioaktiv izotoppal jeldlt vegyiileteink mindségellendrzéséhez szintén KNAUER RP-HPLC
rendszert hasznaltunk, kiegészitve az UV detektor el¢ kapcsolt radiodetektorral, a tovabbiakban
egylittesen alkalmazva Oket. A detektalas 254 nm-en tortént, analitikai Supelco Discovery®
Bio Wide Pore C18 oszlopon, melynek mérete 250 mm x 4,6 mm, a részecskemérete pedig 10
um. Az dramlasi sebességet I ml/perc értékre valtoztattuk, a gradienst pedig igy alkalmaztuk: A
eluens: 0 perc 100%, 15 perc 10%, 17 perc 10%, 20 perc 100%. Az eluensek megegyeznek a

tisztitasnal alkalmazott eluensekkel.
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4.4. Monoamino-RAMEB konjugalasi reakcioja DOTAGA

kelatorral

A DOTAGA kelatort szintén az NH2-RAMEB aminocsoportjan keresztiil konjugaltuk a
kovetkezOképpen: 10 mg (8 uM) NH2-RAMEB-et feloldottunk vizben (1,5 ml), majd az oldatot
4 °C-ra hitottiik és 15 percig kevertettiik. 5,5 mg (8 uM) DOTAGA-t adtunk a lehiitott NHe-
RAMEB oldathoz, a reakcidelegy pH-jat 8,5-re allitottuk DIPEA cseppenkénti hozzdadasaval.
A reakcidelegyet szobahdmérsékleten 24 6ran at kevertettiik. A terméket (DOTAGA-RAMEB)
liofilizaltuk, majd vizben ujra feloldottuk és preparativ RP-HPLC rendszeren tisztitottuk. A
kész termék tisztasagat, analitikai RP-HPLC rendszerrel ellendriztiik, a 4.3 fejezetben leirtak
szerint. A kapott termék pontos molekulatomegét MS-sel igazoltuk. Az utolsé 1épésben az
azonositott termékbdl (DOTAGA-RAMEB) ultratiszta vizzel 3 mM toérzsoldatot készitettiink a

radioaktiv jel6léshez.

4.5. A ®8Ge/®®Ga generator megfeleld elticiojanak kidolgozasa

A %8Ga izotoppal torténd radiojeldlés sordn Eckert & Ziegler tipust, *8Ge/®®Ga generatort
hasznaltunk, amelyet (5 ml) 0,1 M ultratiszta s6savval frakciondltan elualtunk. A jel6lés soran
azonban minden esetben 1 ml generator eluatumbol indultunk ki. Ahhoz, hogy megkapjuk a
legaktivabb 1-1,2 ml-es frakciot, a generator hasznalatba vételét kovetden a legels6 alkalommal
frakcionalt elucidt végeztiink a kovetkezd modon: A generatort 5 ml-es fecskenddvel, 0,1 M
ultratiszta sosavval elualtuk, és 25 db (200 pl) frakciét vettiink 1,5 ml-es Eppendorf csdvekbe.
A frakciok aktivitasat doziskalibratorral mértiik le, majd a kapott aktivitas értékeket abrazoltuk.
(9. abra).

68Ge/%8Ga generator frakcionalt ellcidja

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
200pl frakcidk

120
100

(o]
o

Aktivitas MBq
B D
o o

N
o O

9. abra: ®8Ge/*®®Ga generdtor frakciondlt eliicidja
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A méréseink alapjan a 9. és 14. frakciok kozotti térfogatban (1,2 ml) talalhat6 a legaktivabb
része az eludtumnak, igy a késébbi jeldlések sordn ezt a térfogategységet hasznaltuk. A
alacsony aktivitasu frakcid, nem hasznaltuk jelolésre. Masodik frakcié: 1,2 ml a legaktivabb
frakcio, ezt hasznaltuk a jelolések soran. Harmadik frakcio: 2,2 ml alacsony aktivitasu frakcio,

szintén nem hasznaltuk jelolésre.

4.6. 20525Bj jzotépok eléallitasa és tisztitasa.

A 2052068 j70t6p keveréket az intézetiinkben mitkodd GE PETtrace ciklotronban allitottuk eld,
6lom céltargy besugarzasaval. Az 6lom céltargyat a ciklotron szilard target tarté egységébe
helyeztiik majd 10 pA nyaldbarammal 60 percen keresztiil sugaraztuk a Manna és munkatarsai
altal 2020-ban leirtak szerint. A 60 perces besugarzast kovetden, 24 orat vartunk, hogy a rovid
felezési idejli izotopok lebomoljanak, ezutan a besugarzott céltargyat ultratiszta HNOz-val (2
ml, 7 M) feloldottuk, majd a tiszta oldatot lepipettaztuk a fel nem oldodott szilard anyagrol. Az
oldatot ezt kdvetden vizzel 10 ml-re higitottuk és Millipore 0,22 um-es sziirével megsziirtiik,
hogy a fel nem oldddott szilard részeket teljesen eltavolitsuk. Ezutdn a megsziirt oldatot 150
mg TK 200 gyantat tartalmazd extrakcids oszlopra vittiikk 61, mely megkototte az altalunk
kivant bizmut izotopokat. Az oszlopot ezutan mostuk ultratiszta HNO3z-mal (5 ml, 0,7 M) a
maradék Pb szennyezés eltavolitisa érdekében, ezt kovetéen a 2°2%Bj izotdpokat HNOs-val (2
ml, 7 M) eludltuk. A tiszta eludtumot mely ~30 MBq aktivitasti 2°2%°Bi izotopot tartalmazott,

szarazra paroltuk majd gjra feloldottuk u.p. HCI-ban (300ul, 0,1 M)

4.7. NODAGA-RAMEB radiojelolése ®Ga izotoppal

A %8Ge/®Ga generatort az elézdekben leirtak szerint frakcionaltan elualtuk, majd a
legmagasabb aktivitasu frakciobol pipettaval kivettiink pontosan 1 ml-t. Ezt az 1 ml-t natrium-
acetattal (1 M, 160 pl) puffereltiink, 4,3—4,5 pH értékre, majd hozzaadtuk a NODAGA-
RAMEB vizes oldatat (I mM, 10 pl). A reakcidelegyet 10 percig 95 °C-on inkubaltuk. A 10
perc elteltével az elegyet hagytuk szobahdmérsékletre hiilni, majd Light C18 Sep-Pak oszlopra
vittiik fel, melyet eldtte a gyartoi ajanlas alapjan a kovetkezOképpen aktivaltunk: vizes mosas
(6 ml), etanolos mosas 96%-os etanollal (4 ml), végiil vizes mosas (8 ml). A jelolt farmakon
megkotése utdn az oszlopot vizzel (2 ml) mostuk, hogy a puffert, illetve a nem komplexalt
szabad %®Ga ionokat eltavolitsuk. A ®8Ga-mal jelolt NODAGA-RAMEB [3Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB terméket 96%-o0s EtOH és izotonias natrium-klorid-oldat 1:2 aranyu elegyével (0,2
ml) nyertiik vissza az oszloprol. A radiokémiai tisztasag meghatarozasahoz radiodetektorral

kombinalt RP-HPLC rendszert hasznaltunk, a 4.3.fejezetben leirtak szerint. A jel6lt terméket
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steril izotonids sdoldattal higitottuk, ezzel csokkentve az etanol-tartalmat 10% ala, majd 0,22

um Millipore fecskenddsztirdvel sterilre sziirtiik az allatokon valo felhasznalas eldtt.

4.8. DOTAGA-RAMESB radiojelolése ®Ga izotéppal

A 4.5, fejezetben leirt modon nyert 1ml ®Ga eludtumot natrium-acetattal puffereltiink (1 M,
160 ul), hogy biztositsuk a megfelelé pH értéket (pH 4,3-4,5). Ezt kdvetden hozzaadtuk a
DOTAGA-RAMEB vizes oldatat (5 ul, 3 mM). A reakciot 95 °C-on 10 percig inkubaltuk. Majd
az oldatot egy Light C18 Sep-Pak oszlopra vittiik fel, amelyet a ...fejezetben leirtak szerint
aktivaltunk. A megkotés utdn az oszlopot 2 ml vizzel mostuk. A ®8Ga jeldlt termékiinket
([®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) szintén 96%-0s EtOH/izotonias NaCl oldat 1:2 aranyu
elegyével eludltuk le. A radiokémiai tisztasdg meghatdrozdsdhoz radiodetektorral kombinalt
RP-HPLC rendszert hasznaltunk, a 4.3. fejezetben leirtak szerint. A jelolt terméket sooldattal
higitottuk, ezzel csokkentve az etanol-tartalmat 10% al4, majd sterilre sziirtiik az allatokon valo

felhasznalas elott.

4.9. DOTAGA-RAMESB radiojelolése 2°°2°°Bi izotoppal

A 4.6. fejezetben eldallitott 2°52%Bj izotopokat tartalmazoé oldatbol kivettiink 100 pL-t, és
ultratiszta sosavval (0,1 M) 300 pl-re higitottuk. A higitds utdn TRIS pufferrel (50 ul, 2 M)
puffereltiik, hogy biztositsuk a megfelelé pH értéket (pH 8,4), majd adtunk hozza 20%-0s
aszkorbinsavat (25 pl), és hozzaadtuk a, DOTGA-RAMEB-et (10 uL, 3 mM). A reakcioelegyet
95 °C-on, 10 percig inkubaltuk, majd hagytuk szobahdmérsékletre hiilni. Ezt kovetéen az
oldatot egy Oasis HLB gyantat tartalmaz6 szeparacids oszlopra vittiik fol, melyet eldtte a
gyartoi ajanlas alapjan a kovetkezOképpen aktivaltunk: vizes moséas (6 ml), etanolos mosas
96%-o0s etanollal (4 ml), végiil vizes mosas (8 ml). A farmakon megkotddése utan az oszlopot
vizzel mostuk (2ml), hogy a puffert, illetve a nem komplexalt szabad 2°°2%Bi jonokat
eltavolitsuk. A 2°52%Bj radioizotoppal jelzett terméket ([2°°?%°Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB 96%-
os EtOH/izot6énids NaCl oldat ) (1:2 (v/v%)) elegyével (200 pl) elualtuk. A radiokémiai
tisztasag meghatarozasahoz radiodetektorral kombinalt RP-HPLC rendszert hasznaltunk, a 4.3.
fejezetben leirtak szerint. A jelolt terméket sdoldattal higitottuk, ezzel csokkentve az etanol-

tartalmat 10% ala, majd sterilre sziirtiikk az allatokon valo6 felhasznélashoz.
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4.10. A LogP-értékek: a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB, [*®Ga]Ga-
DOTAGA-RAMESB és a [?®?%Bj{]Bi-DOTAGA-RAMEB sziarmazékok
oktanol/PBS megoszlasi hanyados (megoszlasi egyiitthato)

meghatarozasa
A [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB (10 pL, 5,5 + 0,2 MBq); [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (10
uL, 5+ 0,5 MBq) és a [?®®?%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB (10 uL, 4 + 0,6 MBq) szarmazékok
oktanol/PBS megoszlasi hanyadosat is vizsgaltuk, amely a vegyiiletek adott pH értéken valo
vizoldékonysagara utalnak. Ezen érték alapjan a kifejlesztett radioizotop jeldlt vegytiletek
szervezeten belili viselkedésérdl, farmakokinetikai tulajdonsagairdl vonhatunk le
kovetkeztetéseket. A LogP értékének meghatdrozasat mindharom ciklodextrin szarmazékunk
esetében ugyanugy végeztik el, mint az itt emlitett esetben: a radiojeldlt ciklodextrin
szarmazékot (10 pl) dsszekevertiik 1-oktanol (500 pl) és PBS (490 ul, pH 7,4) keverékével egy
centrifugacsOben. Az elegyet 20 percig kevertettiikk egy Vortex segitségével, majd a rétegek
teljes szétvalasaig 5 percig centrifugaltuk 20000 fordulat/perc sebességgel 4 °C-on. A szétvalt
fazisokbol 3 x 100 pl térfogati mintdkat kémcsovekbe pipettaztunk, ezutan megmértiik a
radioaktivitasukat Perkin Elmer Packard Cobra kalibralt gamma-szamlaloval. Tobb

parhuzamos kisérlet mérési eredményeit atlagolva kaptuk meg a LogP-értéket.

4.11. A [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB gyantakotés vizsgalata

Annak érdekében, hogy megtudjuk, hogy az altalunk eldallitott ciklodextrin szdrmazekok
milyen mértékben kdtddnek a PGE2-hoz, eldre jelezve ezzel az €16 szervezetben a tumor altali

felvételt, igynevezett gyantakotés vizsgalatot végeztiink.

Ennek els6 1épése, a gyanta PGE2-hoz valo kotése, melyet az alabbi reakcid szerint végeztiink:
A H-Gly-HMPB-ChemMatrix® gyantat (750 mg, 0,3- 0,65 mmol/g) beaztattunk 5 ml DCM-
ba és kondicionaltuk 10 percig. Ezt kovetden a prosztaglandin E2-t (PGE2) (38,8 mg 0,11
mmol), és a PyBOP-ot (62,5 mg 0,12 mmol) hozzaadtuk, majd DIPEA-val (21 uL 0,12 mmol)
bedllitottuk a pH-t, és 2 6ran keresztiil kevertettiik szobahémérsékleten. Az inkubacids 1d6
leteltével a gyantat iivegsziiron leszlrtiik, és 5 ml hideg DCM-mel kétszer mostuk, hogy
eltavolitsuk az el nem reagalt anyagokat. Majd az igy nyert gyantat teljesen megszaritottuk,
majd visszamérve 775mg konjugalt gyantat kaptunk. A kapcsolasi reakcido 98%-0s hozamot
mutatott. Ezt kdvetden parhuzamos kisérletekben a 10 mg modositatlan gyantat é¢s 10 mg
PGE2-vel konjugalt gyantat egy polipropilén frittel ellatott 1 ml-es polipropilén csdbe
helyeztiink. A mintdkhoz eldszoér 700-700 pl PBS-t adtunk, 6sszeraztuk, majd 3 perc elteltével
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40 ul 35 + 5 MBq aktivitasu [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et pipettaztunk rajuk melyet enyhe
razéas kozben 10 percig inkubdltunk szobahdmérsékleten. Az inkubdlds utan a gyantakrol a
folyadékot eltavolitottuk, majd 1 ml PBS-sel mostuk, majd a gyantdk, illetve a feliilaszok

aktivitasat megmeértiik.

4.12. Az in vitro metabolikus stabilitas meghatarozasa

Az in vitro stabilitas vizsgalat célja, hogy a radioizotoppal jelolt vegyiileteket teszteljik
vérsz€érumban, ezaltal megbecsiilve azt, hogy a szervezetben mennyi ideig marad intakt
allapotban. Az altalunk hasznalt radioizotopok, a %8Ga és a 252%°Bj szabad ion formajaban
radiotoxicitasi problémakat okozhat az egyéb, altalunk nem célzott szovetekben, vagy
szervekben, illetve a képalkotas megfeleld mindségben torténd értelmezéséhez a metabolitok

kiszamithatatlan dusulasi profilja miatt is fontos ismerniink a stabilitasukat.

A [%®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB (10 pL, 5,5 + 0,2 MBq); [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (10
ul, 5 + 0,5 MBq) és a [2®?%B{]Bi-DOTAGA-RAMEB (10 uL, 4 + 0,6 MBq) in vitro
stabilitdsat egér szérumban vizsgaltuk, kiilon kisérletben. Mindegyik radioizotop jeldlt
anyagbol 10-10 pl-t adtunk 0,5 ml egér szérumhoz, amelyet keverés nélkiil 37 °C-on
inkubaltuk. Ezutan 30, 60, 90 és 120 perces id6pontokban 50 pl-es mintakat vettiink ki és
jéghideg abs. EtOH-al (50 pl) kevertiik 6ssze. Ezutan a kicsapodott frakcidt Gigy valasztottuk
el, hogy 5 percig centrifugaltuk 10.000 fordulat/perc sebességgel 4 °C-on. A feliiluszot
Osszegyujtottiik, vizzel higitottuk és analitikai radio- RP-HPLC-vel vizsgaltuk a radioizotoppal

jelolt vegyiiletek radiokémiai tisztasagat.

4.13. Az in vivo metabolikus stabilitas meghatarozas

Az in vivo metabolikus stabilitdas meghatarozasanak célja, hogy teszteljiik, hogyan viselkedik a
felszivodasi, hatéanyag atalakulasi és lebontasi az az metabolikus folyamat befolyasolja. Ezért
az egészséges SCID egerek (n = 4) farokvénajan keresztiil 7,5 + 0,4 MBq aktivitasu [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB- et injektaltunk, majd az injekcid beadasa utan 60 perccel vizeletmintakat
gyljtottiink. A kapott mintat 50 pl jéghideg abs. etanollal 6sszekevertiik és 10 000 fordulat/perc
sebességgel 5 percig centrifugaltuk. A feliiliszot 6sszegyijtottiik, és analitikai radio- RP-HPLC

modszerrel elemeztiik.

4.14. Alkalmazott tumor modellek

Az éllatkisérleteink soran 12 hetes him CB17 SCID immunhianyos egereket hasznaltunk. A

kisérleteket megeléz6en az dallatokat steril koriilmények kozott, IVC ketrecrendszerben
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tartottuk, ahol allando hdémérsékletet (26 + 3 °C) és levegd paratartalmat (52 £ 10%)
biztositottunk, 12 6ras mesterséges megvilagitasi ciklusokkal. Mindegyik kisérleti allatot steril
szemi-szintetikus tappal etettiik, és steril ivovizzel itattuk ad libitum. A kisérletek soran az
allatokat a Magyarorszag ¢és az Europai Unio allatvédelmi torvényeinek ¢és rendeleteinek
megfelelden tartottuk, minden erre vonatkoz6 szakasz pontos és szigoru betartasaval. A
kisérleteink minden esetben a ,,3R” betartasaval torténtek, nevezetesen: replacement- az allati
modellek amikor csak lehet egyéb mintapéldannyal, példaul szamitogépes programokkal
potlasa (abszolut potlas), vagy a gerinces allatok ahol lehet gerinctelenekkel helyettesitése, mert
a tudomany mai allasa szerint a fajdalom érzékelésiik alacsonyabb (relativ p6tlas); reduction-
a lehetd legkevesebb 4allat felhasznalasa az eljards sordn, hogy a kutatdsi kérdés
megvalaszolasahoz mégis elegendd informaciot kapjunk; refinement- a tudomanyos munka
soran felhaszndlt allatoknal felmeriilé fajdalom, szorongas valamint szenvedés minimalizalasa,
valamint jolétiik biztositasa a sziiletéstdl a halalukig. A tumor modellek indukélasakor BxPC-
3 vagy PancTu-1 human hasnyalmirigy adenokarcinéma sejteket injektaltunk az egér bal vall
régidjaba a bér ala 0,9%-0s NaCl oldatban (5x10° sejt; 100 pl NaCl-ban). A daganatok
novekedését tolomérdvel kovettiik, és a (legnagyobb atmérd * a legkisebb atméré 2) /2 képlettel
meghataroztuk az aktualis térfogatukat. EX vivo és in vivo biodisztribucios vizsgalatokat 12 + 1

nappal a tumorsejtek injektaldsa utan végeztiink, ekkor a tumor térfogata 95 + 8 mm? volt.

4.15. MiniPET képalkotas

A radioaktivan jelzett vegyiiletek €16 szervezetben torténd szerveloszlasanak, viselkedésének
¢s eliminécigjanak megfigyelése céljabol képalkotod vizsgalatokat végeztiink. A kisallat PET
vizsgalatokat a DE-AOK Orvosi Képalkotdo Intézet Nuklearis Medicina Tanszékén
rendelkezésiinkre 4ll6 MiniPET-II dedikalt kisallat PET-szkenner késziiléken hajtottuk végre.
A miniPET késziilék 12 detektora egyenkeént 35*35 darab lutécium yttrium- sziliatoxid (LYSO)
kristalyt tartalmaz. A PET kamera belso korgyiirijének atmérdje 211 mm, axialis latotere 48

mm, felbontdasa 1,4 mm. A kamera dagya szoftverek segitségével mozgathato. (Lajtos és mtsai.

2013).

A Kkisérleti allatokat koriilbeliil 12 nappal a tumorsejtek beiiltetése utan kisallat inhalacios
altatogéppel 3% isoflurdnnal elaltattuk, majd a lateralis farokvénaba 7,3 + 0,3 MBq aktivitasu
[®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-¢t injektaltunk, a BxPC-3 (n = 3) és PancTu-1 (n = 3)
daganatokat hordozo egerekbe, valamint az egészséges kontroll (n = 3) egerekbe. Kiilon
kisérletben hasonléan jartunk el a [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett

vegyiiletiink esetén is, inhalacios anesztézia mellet 6,4 + 0,3 MBq aktivitasu [**Ga]Ga-
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DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett vegyiiletet injektaltunk a lateralis farokvénaba(n = 3).
Az injektalast kovetden, in vivo statikus és dinamikus (0-90 perc) PET képalkotast végeztiink
a radiotracer biologiai eloszlasanak meghatarozasa céljabol kisallat PET-szkenner segitségével

inhalacids érzéstelenités alatt.

Annak érdekében, hogy feltarjuk a PGE2 szerepét a tumorhalmozas folyamataban ezért in vivo
vizsgalat soran miniPET felvételeket készitettiink PGE2 alkalmazésa mellett nevezetesen a
PGE2 pozitiv BxPC-3 tumort hordoz6 SCID egereket intravéndsan injektaltunk, 100 pl 4%
etanol tartalmu soéoldattal higitott 7,25 + 0,21 MBq aktivitast [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
radioizotop jelzett vegylilet és 1 mg PGE2 keverékével. A radiotracer in Vivo
biodisztribuciojanak meghatarozasa végett. korabbi vizsgalatokhoz hasonléan PET- szkenner
hasznalataval statikus és dinamikus felvételeket készitettiink (0 - 90perc) inhalacios anesztézia

alkalmazasa mellett.

4.16. MiniPET adatok elemzése és értékelése

A PET felvételek elemzése szempontjabol a tumorok kvantitativ radiogyogyszer jelolt vegyiilet
felvételét a standardizalt felvételi értékkel (SUV-standardized uptake value,) illetve daganat /
izom arannyal (T / M SUV étlag) jellemezhetjiik. Ha a radiofarmakon egyenletesen oszlana el
a szervezetben, akkor a SUV értéke 1 lenne. A SUV érték kiszamitasahoz az értékes térfogatot
a VOlI-kat (Volume Of Interest) manualisan rajzoltuk a tumor pereme koré a BrainCad
képelemzd szoftver segitségével. Ha feltételezziik, hogy a stirliség 1 g / ml, akkor a standardizalt
felvételi érték egyenld a radioaktivitas koncentracié VOI-n beliili értéke (MBq / ml) elosztva a
beadott dozis (MBq) és az allat sulyanak (2) hanyadoséaval.
A tumor/izom ardnyt pedig ugy kapjuk, hogy elosztjuk a tumor SUV mean értékét a hattérkent
hasznalt izom SUV atlag értékével. Tehat igy megkapjuk, hogy a tumor hanyszor annyi

radiofarmakont képes felvenni, mint az izom.

4.17. EX vivo biodisztribucios vizsgalatok

A BxPC-3 vagy PancTu-1 tumorokat hordozé SCID-egereket (n= 3) és a kontroll egereket (n
= 3) az ex-vivo szervi eloszlas vizsgalatdhoz intravénasan injektaltuk [*3Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB radioizotop jelzett vegyiilettel (7,31 + 0,32 MBq), majd az injekcid beadasat kovetd
30. 60. illetve 90. percben 5% izofurdnnal eutanizdltuk 6ket. A kivalasztott szervekbdl 3
szovetmintat vettiink, megmeértiik a sulyukat analitikai mérlegen, valamint a radioaktivitasukat
kalibralt gammaszamlaloval. A [%8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felvételt %ID/g szdvetben
fejeztiik ki.
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Majd kiilon kisérletekben az ex vivo biologiai eloszlasi vizsgalatokhoz szintén kontroll és
tumort hordozé (BxPC-3) SCID egereket hasznaltunk. Intravénas injekcioban [*®Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett vegyiiletet (6,2 = 0,2 MBq) vagy [2*?%Bi]Bi-
DOTAGA-RAMEB- radioizotop jelzett vegyiiletet (0,86 + 0,17 MBq) adtunk, majd 30, 60 ¢és
90 perccel a radioaktiv nyomjelzdk beaddsa utan, az allatokat 5%-os izoflurdnnal tlaltattuk.
Harom szdvetmintat vettiink a kivalasztott szervekbdl, azok radioaktivitasat kalibralt gamma
szamlaloval, tomegét analitikai mérlegen mértiik. A [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a
[205206B{]Bi-DOTAGA-RAMEB- radioizotop jelzett vegyiileteink felvételét szazalékos
injektalt dozis per gramm szdvet értékben fejeztiik ki (%ID/g).

4.18. Immunhisztokémia

A BXPC-3 ¢és PancTul daganatokat hordoz6 egerek boncoldsit kdvetden a tumormintakat
formaldehidben fixaltuk és paraffinba agyaztuk, majd paraffinmentesitést, rehidraciot és
antigén-visszanyerést (pH 6,0) végeztiink. Ezt kdvetden nytl monoklonalis antiprosztaglandin
E receptor EP2 / PTGER2 antitesttel (1:1000 higitas) inkubaltuk. A specifikus antitest kotés
megjelenitésére HRP-vel (mésodlagos antitesthez konjugdlt tormaperoxidaz) jelolt anti- nyul
polimer antitestet és Envision DAB (3,3 Diaminobenzidin) kimutatdsi rendszert hasznaltunk.
A mintakat 15 percig inkubaltuk a tormaperoxidaz polimerrel, ezutan PBS-el mostuk. Majd
hematoxilin festést végeztiink, ¢és egy Leica DM2500 kutatdmikroszkoppal készitettiik

mikroszkdpos felvételeket.

4.19. Statisztikai elemzés

Student-féle t probaval (kétmintas) és Mann-Whitney U-teszttel szignifikanciat szamoltuk, és
a szignifikancia szintjét p<0,05-re allitottuk, eltérd esetben ezt jelezziik. Az adatok abrazolasat

legalabb harom fiiggetlen kisérlet atlaga + SD szerint végeztiik.
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5. Eredmények

5.1.Kémia

5.1.1. NODAGA-RAMESB eléallitasa

NODAGA kelatort kapcsoltunk a random metilezett B-ciklodextrinhez (NH2-RAMEB), mely
altal alkalmassa valt a %8Ga-izotoppal torténé jelolésre (10. 4bra). A kapcsolasi reakciot
kovetden a terméket liofilizaltuk, vizben ujra feloldottuk (1ml) és preparativ RP-HPLC-vel
tisztitottuk a 4.3. fejezetben leirtak szerint (11 abra). A szintézis hozama 74% volt, a tisztitott

prekurzor kémiai tisztasaga 99% volt.

6-deoxy-6-monoamino-RAMERB p-NCS-Bn-NODAGA NODAGA-RAMEB
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10. abra: Monoamino RAMEB konjugalasi reakcioja NODAGA keldtorral

Az alkalmazott analitikai RP-HPLC modszer esetében a termék retencids ideje 9,8 perc volt. A
kromatogramon a termék jelén kiviil mas jel nem észlelhetd, mely bizonyitja, hogy a termék

tisztasaga kozel 100% (11. abra)
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11. dbra: A tisztitott NODAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogramja

Tisztitds utan a termék szerkezetét *H-NMR-rel ellenériztiik (12. abra), és UHR-ESI-TOF
tomegspektrométerrel igazoltuk. Az 1H-NMR mérést (DMSO)-d6-ban végeztiik. A kémiai

eltolodasokat & ppm-ben abrazoltuk. A kapott csucsokat a megfelelé protonokhoz rendeltiik
(13. &bra).

A tomegspektrometrids vizsgalat sordn azt tapasztaltuk, hogy a szintetizalt termék elméleti €s

mért tomege korreldl egymassal, vagyis a NODAGA- RAMEB m/z szamitott tomege
1781,7283 [M]**, a mért tdmege 1781.7289 [M]**.

49



o f
prie O e
HO
d_NH
c
OMe will i
MeO o s ==
0——0
OHHogﬁ S—NH

i :
O OH Ho o
OMe HO DMSO a

[\Jl‘ e f f
s P \\/K_/
o o R i e R e
g 8 2 R 3 &« B 5 2 8 = 8
R R - ~ 2 S ] 3 a 3
- - - - - : ; - : : - - ;
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0
f1 (ppm)

12. dbra: Az dltalunk szintetizalt NODAGA-RAMEB 1H-NMR spektruma. A spektrumot

asszignaltuk. A ciklodextrinben 1évé protonokat szamokkal, a kelatorban lévé protonokat
betiikkel jeloltiik.
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13. dbra: A NODAGA-RAMEB témegspektruma

A nyil a fétermékhez tartozd mért tomeg jelét mutatja.
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5.1.2. Monoamino -RAMEB konjugalasi reakciéja DOTAGA Kkelatorral

DOTAGA kelatort kapcsoltunk a random metilezett B-ciklodextrinhez (NH2-RAMEB), mely
altal alkalmassa valt a %Ga és 2%2%Bj izotopokkal torténd jelolésre (14. abra). A kapcsolasi
reakcidt kovetden a terméket liofilizaltuk, vizben yjra feloldottuk (1 ml) és preparativ RP-
HPLC-vel tisztitottuk a 4.3. fejezetben leirtak szerint (15. dbra). A szintézis hozama 77% volt,
a tisztitott prekurzor kémiai tisztasdga 98% volt. Tisztitds utdn a termék szerkezetét *H-NMR-
rel ellendriztiik, és UHR-ESI-TOF tomegspektrométerrel igazoltuk. Az H-NMR mérést
(DMSO0)-d6-ban végeztiik. A kémiai eltolodasokat & ppm-ben abrazoltuk. A kapott cstucsokat

a megfeleld protonokhoz rendeltiik.

A tomegspektrometrias vizsgalat (16. abra) soran azt tapasztaltuk, hogy a szintetizalt termék
elméleti és mért tomege korreldl egymassal, vagyis a DODAGA- RAMEB m/z szamitott
tomege 1882,7721 [M]** mért tomege pedig 1882,7764[M]*!
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14. abra: Monoamino RAMEB konjugalasi reakcioja DODAGA kelatorral
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15. dbra: A tisztitott DOTAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogramja

Az alkalmazott analitikai RP-HPLC modszer esetében a termék retencios ideje 9,8 perc volt. A
kromatogramon a termék jelén kiviil mas jel nem észlelhetd, mely bizonyitja, hogy a termék

tisztasaga kozel 100%.
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16. abra: A DOTAGA-RAMEB témegspektruma

A nyil a fétermékhez tartozd mért tomeg jelét mutatja.
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5.2. Radiokémia
5.2.1. NODAGA-RAMESB jelblése ¥Ga izotoppal

A %8Ge/®®Ga generatort a 2. fejezetben leirtak szerint frakcionaltan elualtuk, majd a

legmagasabb aktivitasu frakcioval dolgoztunk tovabb. A NODAGA-RAMEB-et 6lomarnyékolt

kézi munkahelyen manuélisan jeloltiik ®Ga-mal (17. 4bra). A reakcidelegyet puffereltiik, majd
10 percig 95 °C-on inkubaltuk. A ®3Ga- mal jelélt NODAGA-RAMEB [#Ga]Ga-NODAGA-

RAMEB terméket szeparacids oszlopon tisztitottuk és sterilre sziirtilk. Felhasznélds el6tt

minden esetben mindségellendrzést is végeztiink. A teljes reakcioidd koriilbeliil 20 perc volt.

A termék molaris aktivitdsa 15,34 £ 1,93GBq / umol, a radiokémiai tisztasaga (RPC) 98%

feletti volt. A radiokémiai tisztasadg meghatarozasadhoz RP-HPLC rendszert hasznaltunk, a 4.6.

fejezetben leirtak szerint. Az alkalmazott analitikai vizsgélat soran lathato, hogy a termék cstcs

mellett nem talalhat6 egyéb csucs, mely azt jelzi, hogy a termék nem tartalmaz sehol sem szabad

%8Ga ionokat, sem egyéb aktiv szennyezoket. A termék retencios ideje 9,13 perc volt. (18. dbra)
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17. abra: A NODAGA-RAMERB jelélése 8Ga izotoppal
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18. dbra: a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogramja

5.2.2. ADOTAGA-RAMEB radiojelolése ®Ga izotéppal

A DOTAGA-RAMERB radiojelolését szintén 6lomarnyékolt kézi munkahelyen végeztiik. A 4.5.
fejezetben leirt modon nyert 1 ml ®8Ga eludtumot nétrium acetattal puffereltiik, majd
hozzaadtuk a DOTAGA-RAMEB prekurzort. A reakcid 10 perc alatt ment végbe, 95 °C-on. A
jelolt terméket [°8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB szeparacios oszlopon tisztitottuk, —steril
fiziologias sooldat €s etanol elegyével elualtuk, majd sterilre sziirtiik. A reakcidséma az A abran
lathat6. A radiokémiai tisztasdg meghatdrozasdhoz radio detektorral kombinalt RP-HPLC
rendszert hasznaltunk, a 4.3. fejezetben leirtak szerint. A termék radiokémiai tisztasaga (RPC)
98% feletti volt (19. abra). A 20. abran lathato, hogy a vizsgalat soran egy monomodalis csucsot
kaptunk, melynek retencios ideje megegyezik a DOTAGA-RAMEB retencios idejével. A jelzés

sikeres volt, a termék sem szabad %8Ga izotopot, sem egyéb mellékterméket nem tartalmaz.
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19. abra: A DOTAGA-RAMERB radiojelolése ®*Ga izotoppal
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20. abra: [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogtramja
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5.2.3. DOTAGA-RAMESB radiojeldlése 2°520%Bi izotéppal

A DOTAGA-RAMEB radiojel6lését manualisan végeztik a 4.6. fejezetben leirtak szerint
eloallitott 2%2%Bj izotopokat felhasznalva, azaz a 2%2%Bi izotopokat tartalmazé oldatbol
kivettiink 100 pl-t és ultratiszta sésavval (0,1 M) 300 pl-re higitottuk. A higitds utan TRIS
pufferrel (50 ul, 2 M) puffereltiik, hogy biztositsuk a megfelelé pH értéket (pH 8,4), majd
adtunk hozza 20%-os aszkorbinsavat (25 pl), és hozzaadtuk a DOTAGA-RAMEB-et (10 pl 3
mM) A reakcidelegyet 950C-on 10 percig inkubaltuk, majd hagytuk szobahOmérsékletiire
hiilni. Ezt kdvetden az oldatot szeparacids oszlopra vittiik fel, és vizzel mostuk, eltavolitva igy
a szennyezoket és a szabad 2%2%Bj izotopokat, majd a [**®?%°Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB
terméket a 4.6. fejezetben leirtak szerint eludltuk. A jelolés reakcidsémaja a 21. abran lathato.
A radiokémiai tisztasag meghatarozasahoz radio detektorral kombinalt RP-HPLC rendszert
hasznaltunk, a 4.3. fejezetben leirtak szerint. A termék radiokémiai tisztasaga (RPC) 98% feletti
volt (22. abra). A B abran lathato, hogy a vizsgalat soran egy monomodalis csticsot kaptunk,
melynek retencios ideje megegyezik a DOTAGA-RAMEB retencios idejével. A jelzés sikeres

volt, a termék sem szabad 2%/?%Bi izotépot, sem egyéb mellékterméket nem tartalmaz.
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21. abra: DOTAGA-RAMERB jelolése *®2%Bj izotoppal
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22. dbra: [%5?%°Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogramja

5.3. A LogP-értékek: a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMERB, [%¥Ga]Ga-DOTAGA-
RAMESB és a [?°52%Bj]Bi-DOTAGA-RAMEB szarmazékok
oktanol/PBS megoszlasi hanyados (megoszlasi egyiitthato)

meghatarozasa
A [$3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB megoszlasi hanyados (LogP) értéke —3,63 + 0,04-nek adodott,
ami nagyon erdsen hidrofil tulajdonsagra utal, tehat a radiojel6lt ciklodextrin molekula

farmakokinetikai tulajdonsagaibol kovetkezdleg a vesén keresztiil, vizelettel fog tiriilni.

Abban az esetben, amikor PGE2 jelenlétében vizsgaltuk a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB

megoszlasi hanyados értékét, hidrofilitasa mérsékelten csokkent, —3,08 + 0,03 értékre.

A [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB megoszlasi hanyados értéke -3,47 + 0,04, amely szintén

hidrofil tulajdonsagra utal, tehat kitirtilése a szervezetbdl szintén a fent leirt modon torténik.

A [295205B{]Bi-DOTAGA-RAMEB szarmazék oktanol/PBS megoszlasi hanyadosa értéke -3,45

+ 0,03, tehat szintén nagyon erdsen hidrofil tulajdonagu, a vesén keresztiil a vizelettel {irtil.

5.4. A [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB gyantakotés vizsgalata

Annak érdekében, hogy megtudjuk, hogy az altalunk eldallitott ciklodextrin szarmazékok
milyen mértékben kétddnek a PGE2-hoz, eldre jelezve ezzel az €16 szervezetben a tumor altali

felvételt, ugynevezett gyantakotés vizsgalatot végeztiink.
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Ennek els6 1épése, a gyanta PGE2-hoz vald koétése volt, melynek eredményeként 775mg

konjugalt gyantat kaptunk. A kapcsolasi reakcid 98%-0s hozamot mutatott.

Ezt kovetden parhuzamos kisérletekben 6sszevetettiik a modositatlan és a PGE2-vel mddositott
gyantak [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB kot képességét, és azt taldltuk, hogy a PGE2 konjugélt
gyanta 18,1 + 1,3%-kal tobb [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB- et kotétt meg, mint a nem

modositott gyanta, ami hatarozott ktédésre utal.

5.5. In vitro metabolikus stabilitas meghatarozasa

A [%8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB (10 pL, 5,5 + 0,2 MBq); [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (10
ul, 5 + 0,5 MBq) és a [2®?%Bi{]Bi-DOTAGA-RAMEB (10 pL, 4 + 0,6 MBq) in vitro
stabilitdsat egér szérumban vizsgaltuk, kiilon kisérletben, mindharom radioaktivan jelolt
RAMEB esetében a vizsgalatokat, 37 °C hémérsékleten végeztiik, majd mintakat vettiink 30,
60, 90 ¢és 120 percnél, és radio- RP-HPLC segitségével meghatiroztuk radiokémiai
tisztasagukat (23. abra).

A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMERB stabil maradt a mért idészakban, és a radiokémiai tisztasaga
95% felettinek bizonyult.

A [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [2%/20%B{]Bi-DOTAGA-RAMEB stabilak maradtak a

mért idészakban és radiokémiai tisztasaguk 95% felettinek bizonyult.

Tehat szamithatunk arra, hogy az in vivo vizsgalatokban a PET felvételeken a dusulasok a
radiogyogyszertdl szarmaznak. Az altalunk hasznalt radioizotopok, a ®8Ga és a 2%520Bj szabad
ion formajaban nem okoznak majd radiotoxicitasi problémékat az egyéb, altalunk nem célzott

szovetekben vagy szervekben.
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In vitro metabolikus stabilitds
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23. dbra: In vitro metabolikus stabilitis [?®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB; [®®Ga]Ga-DOTAGA-
RAMERB és a [2%?%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB (10 uL, 4 + 0,6 MBq) egér szérumban

5.6. In vivo metabolikus stabilitas

Az in vivo stabilitis vizsgalata céljabol a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et, a [*Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB és a [2%520B{]Bi-DOTAGA-RAMEB-et kiilon kisérletekben egerekbe
injektaltuk, majd egy oras inkubacios id6 utan az egerek vizeletét gyijtottik. A kapott vizeletet
radio- RP-HPLC moddszerrel vizsgaltuk. Nem talaltunk mérheté mennyiségli radioaktiv
metabolitot radio- RP- HPLC mddszerrel, ami kivalo in vivo metabolikus stabilitast jelez (24.
abra)

In vivo metabolikus stabilitas
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24. abra: a [ﬁSGa]Ga-NODAGA-RAMEB, a [68Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [ZOS’ZOGBi]Bi-
DOTAGA-RAMERB in vivo metabolikus stabilitasa
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5.7.MiniPET képalkotas

5.7.1.Szervi eloszlas vizsgalatok egészséges kontroll egereken

5.7.1.1. A [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB biologiai eloszlasanak meghatarozasa

A radioaktivan jelzett vegyiiletek €16 szervezetben torténd szerveloszlasanak, viselkedésének
és eliminacidjanak megfigyelése céljabol képalkotd vizsgalatokat végeztiink. A [*8Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB biolodgiai eloszlasanak meghatarozasdhoz egészséges kontroll CB17 SCID
egerekkel dinamikus PET képalkotast és ex vivo vizsgalatokat végeztiink, a 4.17. fejezetben
ismertetett modon. A kisérleti allatokat koriilbeliil 12 nappal a tumorsejtek beiiltetése utan
kisallat inhalacios altatogéppel 3% isoflurdannal elaltattuk, majd a lateralis farokvénaba 7,3 +
0,3 MBq aktivitasu [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et injektaltunk. A dinamikus PET képeket
¢s az atlag ido-aktivitds gorbét (TAC) a 26. abra mutatja. A PET képek bomlas korrigalt
elemzésével a vesék és a holyag (vizeletrendszer) egyértelmiien lathatd volt (25. 4bra), és
nagyon alacsony felvételt figyeltiink meg mas szervekben és szdvetekben. 90 perccel az
injekci6 beadédsa utan a radioaktivitds csak a vesében és a hdlyagban volt azonosithatd ¢és
hattérfelhalmozodast nem mutatott. A PET felvételek kvantitativ elemzésével a SUV atlag
adatok és a TAC (26. 4bra) mutattak a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB gyors kimosodasat a
vizsgalt szervekbdl. A vizsgalt szovetek radiotracer felvétele szignifikdnsan csokkent 5 perc
utan, és 90 perccel az injekcio beadasa utan nagyon alacsony [*3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
akkumulaciét figyeltiink meg a mellkasi szervekben: a tiidoben (SUV atlag: 0,31 + 0,07),a
szivben (SUV étlag: 0,12 + 0,04). A hasi régidban: a belekben (SUV 4atlag: 0,13 £ 0,03), a
majban (SUV atlag: 0,16 + 0,06), a gyomorban (SUV étlag :0,12 + 0,04). Az agyban (SUV
atlag: 0,12 + 0,04). Csak a vizelet radioaktivitasa nott szignifikdnsan (SUV-atlag: 7,91 + 2,92

€s 55,24 + 9,65); 5, illetve 90 perccel az injekcid beadasa utan.
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25. dbra: A [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB biolégiai eloszldsa egészséges kontroll CB17 SCID
egerekben dinamikus PET képek Narancssarga nyilak: vese, fekete nyilak: hugyholyag.
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26. dbra: A [*8Ga]lGa-NODAGA-RAMEB szervi eloszlisa SUV dtlag- id6 bomldskorrigalt
gorbe
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5.7.1.2. [®®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMESB szervi eloszlasanak vizsgalata
[8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett vegyiiletiink esetén is, inhalacids anesztézia
mellet 6,4 + 0,3 MBq aktivitasu [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett vegyiiletet
injektaltunk a lateralis farokvénaba. Az injektalast kovet6en, in vivo statikus és dinamikus (0-
90 perc) PET képalkotast végeztiink a radiotracer biologiai eloszlasanak meghatarozéasa
céljabol kisallat PET-szkenner segitségével inhalacios érzéstelenités alatt. A dinamikus PET
képeket ¢és az atlag id6-aktivitas gorbét (TAC) a 27.¢s 28. abra mutatja. A PET képek bomlas
korrigalt elemzésével a vesék és a holyag (vizeletrendszer) egyértelmiien lathato volt (27. abra),
¢s nagyon alacsony felvételt figyeltiink meg mas szervekben és szovetekben. 90 perccel az
injekci6 beadédsa utan a radioaktivitas csak a vesében és a holyagban volt azonosithato és
hattérfelhalmozodast nem mutatott. A PET felvételek kvantitativ elemzésével a SUV éatlag
adatok és a TAC (28. abra) a [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB gyors kimosodasat mutattak a
vizsgalt szervekbdl. Kilencven perccel az injekcio beaddsa utdn mérhetd radioaktivitas csak a
vesében és a holyagban lathato, hattéraktivitds nem talalhato. 5 perc mulva a vizsgalt szovetek
nyomjelzé felvétele jelentdsen csokkent, és 90 perccel az injekciobeadasa utan a mellkasi
szervekben a hasi régiokban csak nagyon alacsony [%®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
felhalmozodast talaltunk a tiidében (SUV-atlag: 0,21 £+ 0,05), a szivben (SUV-atlag: 0,38 +
0,08). A hasi szervekben (SUV-atlag: 0,25 + 0,06), a majban (SUV-atlag: 0,25 + 0,06), a
gyomorban (SUV-atlag: 0,14 £0,03) A vizelet radioaktivitasa azonban jelentésen megnétt 5 és
90 perccel az injekcid beadasa utan (SUV-atlag: 3,93 + 1,85 és 11,46 +2,75)
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27. abra[*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMERB biolégiai eloszldsa egészséges kontroll SCID egerekben.

Reprezentativ bomldskorrigalt dinamikus PET képek. Narancssarga nyilak: vese; fekete nyilak:
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28. dbra: [8Ga]Ga-DOTAGA-RAMERB szervi eloszlasa SUV-datlag- id6 bomldskorrigalt gorbe
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5.8. In vivo biolégiai eloszlasi vizsgalatok daganatos SCID egereken

5.8.1. A [®8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB PGE?2 szelektivitaisa BxPC-3 tumort hordozé
SCID egerekben PGE2 alkalmazasa mellett

Annak érdekében, hogy feltarjuk a PGE2 szerepét a tumorhalmozas folyamataban ezért in vivo
vizsgalat soran miniPET felvételeket készitettiink PGE2 alkalmazasa mellett nevezetesen a
PGE2 pozitiv BxPC-3 tumort hordozé SCID egereket intravénasan injektaltunk, 100 pul 4%
etanol tartalmu séoldattal higitott 7,25 + 0,21 MBq aktivitast [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
radioizotdp jelzett vegyiilet és 1 mg PGE2 keverékével. A korabbi vizsgalatokhoz hasonléan
PET- szkenner hasznalataval statikus és dinamikus felvételeket készitettiink (0-90perc)
inhaldcios anesztézia alkalmazdsa mellett. A reprezentativ bomléaskorrigalt kisallat PET-
képeket a 29. dbran szemléltettilk. A PET-felvételek kvalitativ elemzésével megallapitottuk,
hogy a szubkutan novekvé BxPC-3 daganatok egyértelmiien azonosithatok voltak (29 A. ébra,
piros nyilak) az injekcido beadasa utan 30 perccel, azonban magas hattér radioaktivitast
észleltiink. Ezenkiviil az inkubaciés idé novekedésével a hattéraktivitas 30 percrél 90 percre
csokkent, és a daganat hangstlyosabba valt. Ezt a megfigyelést megerdsitette a kvantitativ SUV
adatelemzés (30. abra), ahol megallapitottuk, hogy a T/M SUV-atlag adatok 10 percrdl ndttek
(T/M SUV atlag: 7,80 + 1,64) 90 percre (T/M SUV étlag: 18,57 + 2,64) az injekcid beadasa
utan. A BxPC-3 tumorok SUV értékei nagyon lassan csokkentek az injekcid beadasat kovetden
10 perccel. (SUV atlag: 0,45 + 0,06). Annak ellenére, hogy a BxPC-3 daganatoknak viszonylag
alacsony a radiotracer felvétele (SUV atlag:0,14 = 0,04) 90 percnél, a magas daganat-izom
arany (T/M) eredménye kivald képkontrasztot biztositott. Kiilonb6zd farmakokinetikai
tulajdonsagokat figyeltiink meg, amikor dinamikus PET képalkotast végeztiink [%3Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB ¢és PGE2 egyiittes injektalasa utan BxPC-3 daganatot hordozo egerekben.
A 29. B. abra és 30. B. abra azt mutatja, hogy PGE2 jelenlétében a BxPC-3 daganat az injekcid
beadasa utani elsé 5-10 percben nem azonosithat6. Ezt kovetden a radiotracer felhalmozodasa
a BXPC-3 daganatban ndvekszik, szignifikdnsan magas SUV-értékekkel (SUV atlag: 0,95 +
0,20) 30 percnél, és az injekcid beadasa utan 90 perccel (SUV atlag: 1,12 + 0,21). Ezek a SUV
atlagértékek koriilbeliil 8-9-szer magasabbak (szignifikancia: p < 0,01), mint a [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB akkumulacié egyidejiileg torténé6 PGE2 injektalasaval. Tovabba a
[8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB jelentds felhalmozodast mutatott a hattérszovetekben (izom,
mellkas és hasi szervek) (29 B. abra). Ezt jelzi egy jelentésen (p < 0,01) koriilbeliil 10-szer
alacsonyabb a tumor-izom arany (T/M SUV atlag: 1,36 + 0,15) 30 percnél és (T/M SUV atlag:
1,56 £0,23) 90 percnél, mint amely a PGE2 molekula tavollétében volt megfigyelheto.
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29.4 dbra: Reprezentativ idofiiggo, bomlas korrigalt koronalis és axidlis miniPET képek
[®3Ga]Ga-NODAGA-RAMERB injektdlasa utin BxPC-3 daganatot hordozé egerekben

29.B dbra: Reprezentativ idofiiggo, bomlas korrigalt koronalis és axidlis miniPET képek
[*®Ga]Ga-NODAGA-RAMERB és PGE? egyiittes injektdlasa utan BxPC-3 daganatot hordozoé

egerekben
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30.A dbra: Idé-aktivitasi gorbe (TAC) [%Ga]Ga-NODAGA-RAMERB felhalmozédasrél PGE2

pozitiv BxPC-3 tumorokban.

30.B dbra: Idé-aktivitasi gorbe (TAC)[®*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB + 1 mg PGE2
felhalmozédasrol PGE?2 pozitiv BxPC-3 tumorokban.
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5.8.2. A [8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB PGE2 szelektivitasa PancTu-1 daganatot hordozé
SCID egerekben

A [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB PGE?2 szelektivitasat az alacsony prosztaglandin E2 receptort
expresszalt PancTu-1 tumorokat hasznalva igazoltuk. A kisérleti allatokat koriilbeliil 12 nappal
a tumorsejtek betiltetése utan kisallat inhalacios altatogéppel 3% isoflurannal elaltattuk, majd a
laterdlis farokvénaba 7,3 + 0,3 MBq aktivitast [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et injektaltunk,
a BXPC-3 ¢és PancTu-1 daganatokat hordoz6 egerekbe. A reprezentativ bomlaskorrigalt PET
képek az 31. dbran lathatok, 80-90. perccel az injekcid beadasa utdn. A miniPET-felvételek
kvalitativ elemzésével azt talaltuk, hogy a BxPC-3 daganatok egyértelmiien lathatdak voltak
(31. abra, piros nyilak), azonban a PancTu-1 daganat- alacsonyabb prosztaglandin E2 receptor
(EP2) expresszidja miatt- nem tért el €élesen a hattérben 1évo szovetektdl (31. abra, fekete
nyilak). 80-90 perccel a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB injektalasa utin a BxPC-3 daganatok
SUV értékei: (SUV éatlag: 0,15 + 0,04), (SUV max: 0,25 + 0,03), (T/M SUV atlag: 18,85 +
2,64) és (T/M SUV max: 18,32 +3,21) az 32. dbran lathatoak. Az értékelés szerint a PET-képek
koziil 80-90 percnél szignifikansan (p < 0,01) kisebb akkumulacié mutatkozott a PancTu-1
daganatokban a [%®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB alkalmazasa esetén(SUV 4tlag:0,04 = 0,01),
(SUV max: 0,08 +0,02), (T/M SUV-atlag: 1,33 £ 0,19) és (T/M SUV max: 1,66 £ 0,22) értékei
a PancTu-1 daganatok esetén koriilbeliil 3-14- szer alacsonyabbak voltak, mint a BxPC-3
tumoroknal, ami megerdsiti a[®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB magas PGE2-szelektivitasat. (32.
abra).
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32. dbra: a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMERB felvétel kvantitativ SUV elemzése 80-90 perccel a

radiotracer intravénds injekcioja utdan
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5.9. A [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB biolégiai eloszlasanak in vivo értékelése

BXxPC-3 daganatot hordozé egerekben

A [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotdp jelzett vegyiilet esetén is, inhalacids anesztézia
mellet 6,4 + 0,3 MBq aktivitasu [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett vegyiiletet
injektaltunk a lateralis farokvénaba. Az injektalast kovetGen, in vivo statikus és dinamikus (0-
90 perc) PET képalkotast végeztiink a radiotracer biologiai eloszlasanak meghatarozasa
céljabol kisallat miniPET-szkenner segitségével inhalacios érzéstelenités alatt. A kvalitativ
képelemzéssel azt talaltuk, hogy a BxPC-3 daganatok egyértelmiien azonosithatéak a PET-
felvételeken a [%®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radiofarmakon felvétele altal (33. dbra). Azutan a
bomléskorrigalt PET képek kvantitativ elemzése sordn azt talaltuk, hogy az injekci6 beadasat
kovetd 3. perctdl (SUV atlag: 0,36 + 0,04) a BxPC-3 tumorok felvétele folyamatos csokkenést
mutat az 50. percig (SUV atlag: 0,20 + 0,04), majd eléri az egyensulyi allapotot (34. abra). Ezen
adatok alapjan levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a daganat-hattér (izom) arany, a
legmagasabb a [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB beadasa utan 90 perccel, amikor a T/M arany 2,5
+ 0,2 volt (32. ébra).

Lo

33. dbra: A [8Ga]Ga-DOTAGA- RAMEB in vivo biolégiai eloszlisa BxPC-3 daganatot
hordozo SCID egerekben. Reprezentativ bomlaskorrigalt statikus coronalis (balra) és

transaxialis (jobbra) miniPET felvételek 90 perccel a radiotracer injekcio beaddsa utdn.
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34.dbra: [*®GalGa-DOTAGARAMERB idé-aktivitds gérbéje BxPC-3 daganatban és izomban

5.10. Ex vivo biodisztribucios vizsgalatok

5.10.1.A [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB ex vivo bioldgiai eloszlasi vizsgalatok egészséges
kontroll egereken

Az ex vivo biologiai eloszlasi vizsgalatokat a 4.17. fejezetben ismertetett modszer szerint
végeztiik. A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB injekci6 intravénas beadasat kvetden 30, 60 és 90
perces inkubaciés idék leteltével. A szervek és szovetek [3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
felvételét kalibralt gamma-szamlaloval mértiik. A kvantitativ elemzés utan az ex Vivo
eredmények és az in vivo SUV adatok jol korrelaltak egymassal, amely a 2. tablazatban lathato
ex vivo % ID/g értékekkel. A % ID/g adatokbol kideriilt, hogy a [®8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
gyorsan kilirtilt a vesékbdl és koncentracioja megndvekedett a holyagban, ahogyan az a LogP
vizsgalat alapjan vartuk, mert a %®Ga-mal jeldlt ciklodextrin erésen hidrofil tulajdonsagot
mutatott. Nincsenek jelentds kiilonbségek a vizsgalt idopontok % ID/g értékei kozott a 30, 60
és 90 perces id6pontokban, a vizelet, a vesék, a belek, a zsirszovet a tiidok és az agy
akkumulaciojat tekintve. A [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felhalmozodasa mas szervekben és
szovetekben szignifikans kiilonbségeket (p < 0,01) mutatott a 30 és 90 perces % ID/g értékek
kozott(2.tablazat). Nagyon alacsony [®3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felhalmozodast az
izomban, az agyban, a zsirban és a hasnyalmirigyben mértiink. Ezenkiviil az ex vivo % ID/g
adatok azt mutattdk, hogy a radiotracer akkumulacidéja 30 percrél 90 percre az 0Osszes

vizsgalatnal 1d6fliggd mdodon csdkkent a szervekben €s szovetekben.
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2. tabldzat: [%8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB (% ID/g) ex vivo szervi eloszldsa egészséges kontroll
egerekben 30, 60 és 90 perccel a radiotracer injektaldsa utan. Szignifikancia szint 30 és 90

perces adatok kozott: p<0.01 (*).

Syerv/spbvet 30 perc 60 perc 90 perc
(n=5) (n=5) (n=5)

Ver 0.34 £0.06 0.13+0.03 0.04 +0.01*
Vizelet 81.26 + 4.47 84.14 +3.85 85.65+5.12
M3j 0.15+0.02 0.11+0.02 0.06 £0.02
Lép 0.14+0.03 0.09 +0.02 0.04 +0.01
Vese 1.49+0.24 1.22 +£0.32 1.09 £0.20
Vékonybél 0.16 £0.03 0.10+0.03 0.04 +0.01*
Vastagbél 0.16 £0.05 0.14 +0.03 0.07 £0.02
Gyomor 0.18+0.03 0.11+0.02 0.03+0.01*
Izom 0.12 £0.03 0.07+£0.01 0.01+0.01*
Zsir 0.06 £0.01 0.05+0.01 0.05+0.02
Tiidé 0.28£0.08 0.21+0.04 0.14 +0.03
Sziv 0.14 +0.03 0.07+0.01 0.03+0.01*
Agy 0.02 +0.01 0.01+0.01 0.01+0.01
Csont 0.09 £0.02 0.02+0.01 0.01+0.01*
Nyalmirigy 0.12+0.02 0.04+0.01 0.02 +0.01*
Epeholyag 0.13+0.03 0.08 +£0.02 0.04 +0.01*
Hasnyalmirigy 0.08 +0.02 0.05+0.01 0.01+0.01*

5.10.2. A [%8Ga]Ga-NODAGA-RAMERB ex vivo biolégiai eloszlasi vizsgalatok daganatot
hordozo SCID egereken

A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB PGE2 szelektivitasanak értékeléséhez ex vivo biologiai
eloszlasi vizsgalatokat végeztiink 30, 60 és 90 perccel a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
radioizotop jelzett vegyiilet (7,31 + 0,32 MBq), injektalasat kovetéen,BxPC-3 és PancTu-1
daganatot hordozé egereken. A 35. 4bra azt mutatja, hogy a [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
felhalmozodasok a PGE2 pozitiv BxPC-3 daganatokban tumor-izom aranyban (T/M)
szignifikansan (p <0,01) magasabbak voltak minden vizsgalt id6pontban , mint mas szervekben
¢s szovetekben, ami megerdsiti radioaktivan jelolt ciklodextrin erds PGE2 kotési tulajdonsagat

(35. abra és 3. tablazat). Kivételt képez ez aldl a vese €s a hugyholyag. Azt is megallapitottuk,
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hogy a [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felhalmozddasa szignifikdnsan (p < 0,01) csokkent az
injekciod beadasa utani 30 percrél 90 percre a legtobb vizsgalt mellkasi és hasi szervben és

BxPC-3 daganatokban (35 abra).

Az in vivo PET adatokhoz hasonléan BxPC-3 és PancTu-1 daganatok Osszevetése esetén is,
szignifikansan (p < 0,01) alacsonyabb [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB ex Vivo akkumuléciot
figyeltiink meg a PancTu-1 daganatokban 90 perccel az injekcié beadasa utan (3. tablazat). A
% ID/g adatok kériilbeliil 5-szor alacsonyabb [8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felvételt mutattak
a PancTu-1 daganatokban, mint a BXPC-3 daganatokban 90 perccel az injekcio beadasa utan.
Raadasul miutan a [®3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB és PGE2 egyiittes befecskendezésekor,
kortlbeliil 20-szor nagyobb tumorfelvétel (% ID/g) és 6-szor alacsonyabb T/M arany volt
megfigyelheté a BxPC-3 daganatokban az injekcié beadasa utan 90 perccel , mint PGE2 adasa
nélkiil, ez a kiilonbség szignifikdnsnak bizonyult.(p < 0,01) (x. tdblazat).

1.8 -
95 7 vizelet

1.6 - O 30 perc 90 |
1.4 - | @ 60 perc
m 90 perc

85 -
80

%ID/g

1id
1.0 -
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

0 4

%ID/g

35. dbra: A [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMERB felhalmozoédasdanak ex vivo értékelése a PGE2 pozitiv
BXPC-3 tumort hordozo CB17 SCID egerekben
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3. tablazat: A [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMERB felvételének ex vivo értékelése (% ID/g) BxPC-3-
és PancTu-1 daganatokban

[*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB

Tumor 30 perc 60 perc 90 perc
BXxPC-3 tumor (n=5) 0,62 + 0,02 0,33 £ 0,04 0,29 £+ 0,02*
BxPC-3 + 1 mg PGE2 (n=5) - - 6,71 £0,16
BxPC-3 T/M 20,03 +4,16 15,68 + 4,04 17,18 + 3,10*
BxPC-3 T/M + 1 mg PGE2 - - 2,93 £0,46
PancTu-1 tumor (n=5) - - 0,06 +0,02*
PancTu-1 T/M - - 540+ 1,17*

5.10.3. A [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [2°5206Bj]Bi-DOTAGA-RAMEB ex vivo
bioldgiai eloszlas elemzése BxPC-3 daganatot hordozo6 egerekben

Kiilon kisérletekben az ex vivo biologiai eloszlasi vizsgalatokhoz szintén kontroll és tumort
hordozé (BxPC-3) SCID egereket hasznéltunk. Intravénas injekcioban [*®Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB radioizotop jelzett vegyiiletet (6,2 + 0,2 MBq) vagy kiilon kisérletben [2°52%Bi]Bi-
DOTAGA-RAMESB radioizotop jelzett vegyiiletet (0,86 = 0,17 MBq) adtunk, majd 30, 60 és
90 perccel a radioaktiv nyomjelz6k beaddsa utdn meghataroztuk a szervek és a szdovetek
radioaktivitasat gamma-szamlaloval. Statisztikailag nincs szignifikans kiilonbség a vizsgalt
szervek és szovetek % ID/g értékei kozott a két radioizotop jelolt RAMEB esetében 30 és 60
perccel az injekcio beadasa utan, amint az a 36. abra és a 4. tablazat mutatja. 90 perccel a
[8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB befecskendezése utan alacsony halmozddas volt kimutathato a
vizsgalt szervekben és szdvetekben. Ezzel szemben a [2°2%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB magas
felvétele volt megfigyelhetd a lépben, a vastagbélben, a gyomorban és a zsirszovetben,
ugyanabban a vizsgalati idépontban (36 4bra). A felhalmozas elemzésével a [%®Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB ¢s a [2%/2%Bj]|Bi-DOTAGA-RAMEB a prosztaglandin E2 pozitiv BxPC-
3 daganatokban nem mutatott szignifikans (P < 0,05) kiilonbséget barmely vizsgalt iddpontban.
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36. dbra: [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMER és [*?%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB ex vivo bioldgiai
megoszlasa PGE?2 pozitiv BxPC-3 tumort hordozo CB17 SCID egerekben
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4. tablizat: A [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMERB és a [?*°?°Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB radiotracerek

ex Vivo bioldgiai eloszlasa 30, 60 és 90 perccel az injekcio beaddsa utan. % ID/g kifejezve atlag

[®GalGa- | [®Ga]Ga- | [®GalGa- | [**/2°Bi]Bi- | [**/*Bi]Bi- | [2°*/2°Bi]Bi-
DOTAGA- DOTAGA- DOTAGA- DOTAGA- DOTAGA- DOTAGA-
RAMEB 30 | RAMEB 60 | RAMEB 90 RAMEB 30 RAMEB 60 RAMEB 90
perc perc perc perc perc perc
vér 0,80 0,27 0,14 0,53 0,25 0,19
maj 0,25 0,14 0,10 0,29 0,11 0,10
lép 0,33 0,18 0,09 0,55 0,19 0,49
vese 3,27 1,39 1,54 3,71 2,02 2,42
vékonybél 0,19 0,06 0,04 0,21 0,10 0,15
vastagbél 0,45 0,15 0,10 0,44 0,15 0,92
gyomor 0,39 0,13 0,13 0,31 0,12 0,42
izom 0,16 0,04 0,02 0,21 0,04 0,04
2sir 0,77 0,07 0,08 0,27 0,07 0,18
tiid6 0,83 0,32 0,15 0,64 0,38 0,25
sziv 0,30 0,11 0,06 0,27 0,10 0,11
agy 0,57 0,01 0,01 0,02 0,01 0,00
csont 0,19 0,06 0,03 0,16 0,10 0,02
nyalmirigy 0,20 0,08 0,06 0,18 0,09 0,08
hugyhdlyag 0,61 0,19 0,09 0,49 0,42 0,04
hasnyalmirigy 0,17 0,06 0,04 0,21 0,21 0,12
BxPC-3 tumor 0,75 0,31 0,28 0,64 0,36 0,21
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5.11. Immunhisztokémia

Az ex vivo vizsgalatok utan a prosztaglandin E receptor (EP2) jelenléte immunhisztokémiai
vizsgalatokkal igazolhaté volt a szubkutan névekvé BxPC-3 és PancTu-1 daganatokban. A
37B. abra erds EP2 receptor pozitivitast, és intenziv citoplazma/membran expresszidt mutat a
xenograft hasnyalmirigy karcindbma sejtekben. Ezzel szemben alacsonyabb jelintenzitast
figyelhettiink meg a PancTu-1 daganatoknal (37D. abra). Ezek az eredmények jol korrelaltak
az ex Vvivo és in vivo vizsgalatok eredményeivel, tovabb erdsitve a [3Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB erds kotddési affinitdsait a PGE2 molekuldhoz. Kiilon kisérletekben vizsgaltuk a
szubkutan novekvé BxPC-3 PGE2 receptoranak jelenlétét (37 abra). Erés receptor pozitivitas
jellemezte a daganatokat mind a citoplazméban és a sejtmembranban. Ezek az eredmények
Osszhangban az ex vivo és in vivo vizsgalatokkal erésitik a PGE2 receptor magas kotési
affinitasat a [*3Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [?®2%B{]Bi-DOTAGA-RAMEB esetében is.

37. abra BXPC-3 (A és B panel) és PancTu-1 (C és D panel) tumorok 11 nappal a tumorsejt-
oltas utin. A és C: reprezentativ hematoxilineozin festett daganatszovet; B és D: Anti-
Prosztaglandin E receptor EP2/PTGER?2 antitest immunhisztokémia (IHC), vizualizalva 3,3-
diaminobenzidin (DAB) (barna festés). Nagyitas: 40X.
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Megjegyzések:

A kémiai, illetve radiokémiai reakciok és mérések teljes egészében a sajat munkaim, kivételt
képeznek a tomegspektrometrids és*H-NMR meérések, ezt az anyagok és modszerek részben

Jjeloltem.

A biologiai méréseket kutatocsoportunk biologusai segitségével végeztem. Az eredmények

kiértekelését is az o iranymutatasukkal végeztem.

6. Megbeszélés

Az elmult években a prosztaglandin E2 (PGE2) molekulaval és receptoraival kapcsolatos

kisérletek egyre nagyobb figyelmet kapnak a preklinikai onkoldgiai kutatasokban.

A PGE2-r6l ismert, hogy a neoangiogenezis eldsegitése révén fokozza a daganatsejtek
apoptozist. (B. Liu és mtsai., 2015). Ismeretes azonban, hogy a PGE2 kiilonb6z6 daganatok
biomarkere is lehet (hasnyalmirigy-, vese-, szaj- és mellrak) (Tong és mtsai., 2018). Ezen okok
miatt fontos szerepet jatszhat aPGE2-pozitiv daganatok in vivo diagnosztikajaban
pozitronemisszids tomografiaval és terapias célpontként is alkalmazhaté a daganatok

kezelésében.

Sauer és kutatocsoportja 2017-ben azt talalta, hogy a random metilezett B-ciklodextrin
(RAMEB) nagy affinitassal rendelkezett a PGE2-vel torténé komplex kialakitasara (Sauer és
mtsai., 2017). A ciklodextrineket a gyogyszerészet és az orvostudomany tobb teriiletén is
alkalmazzak, de nem hasznaljak a pozitronemisszids tomografiaval végzett daganatképalkotas
teriiletén. Kutatocsoportunk korabban beszamolt egy 1j %®Ga-mal jelolt, és NODAGA
kelatképzoével modositott ciklodextrin szarmazék eléallitasarol. Ezen ®Ga-NODAGA-HPBCD
(2-hydroxypropyl-p-ciklodextrin) farmakokinetikai tulajdonsagait és az in vivo eloszlast
teszteltek (Hajdu és mitsai., 2019). A kordbbi eredmények alapjan, kutatomunkank elsé
szakaszaban az NH2-RAMEB-t moédositottuk NODAGA kelatképzdvel, és Gallium-68
radioizotoppal jeloltiik egy PGE2 pozitiv daganatok in vivo PET képalkotasa szempontjabol
igéretes radiotracer [®3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB eldallitasahoz.

A [%®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB molekula szintéziséhez a NODAGA kelatképzét valasztottuk,
mivel képes stabil kotést kialakitani a kapcsolasi reakcio soran. A szintézis soran a NODAGA-

t a RAMEB elsddleges aminjdhoz hagyomanyos robusztus és reprodukalhat6 protokoll szerint
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kapcsoltuk. A radioaktiv jelolési eljarast az el6z6 kisérleteink soran alkalmazott jol bevalt
protokoll szerint hajtottuk végre, amely magas radiokémiai tisztasagh komplexet
eredményezett. A radiokémiai tisztasag (98,0% felett) és molaris aktivitdsa 15,34 + 1,93
GBg/umol volt. Hasonlé eredményeket kaptunk, amikor kutatdcsoportunk a [*®Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD -t szintetizélta és jellemezte. a [*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD radiokémiai
tisztasaga is magasabb volt, mint 98%, és a fajlagos aktivitas koriilbeliil 17 GBg/pumol volt, ami
megerdsiti, hogy modszeriink optimalis a ciklodextrin és szdrmazékai radioaktiv jeldlésére
8Ga-NODAGA-val (Hajdu és mtsai., 2019)

A [%8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB alkalmazhatosagat in vitro és in vivo modszerekkel értékeltiik
¢s stabilitasi vizsgalatokat végeztiink. Az in vitro metabolikus stabilitast 30, 60, 90 és 120 perc
inkubacios 1do6 elteltével figyeltilk A stabilitasi teszt kimutatta, hogy a 120 perces értékelési
idészak alatt nem volt ®8Ga veszteség az egérszérumban. Ezek az eredmények azt mutattak,
hogy a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB farmakon szérum jelenlétében igen stabil, amely fontos
szerepet jatszik az intravénas beadasnal. Az in vivo metabolikus stabilitast a farmakon
injektalasa utan 60 perccel hataroztuk meg. Az in vivo stabilitasi eredmények jol korrelaltak az
in vitro eredményekkel, mivel a vizeletben nem talaltunk radioaktiv-metabolitot. Ezek a
megfigyelések azt mutatjdk, hogy az Ujonnan szintetizalt radiotracer stabil maradt a
szervezetben a keringés és a kivalasztas soran, és ez elegendd volt tovabbi in vivo kisérletek
elvégzéséhez. A megoszlasi egyiitthatd meghatarozasaval azt taldltuk, hogy a [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB logP értéke —3,63 + 0,04 volt, ami erdsen hidrofil tulajdonsagokra utal.
Ezt megerdsitették a dinamikus in vivo PET képalkoto és ex vivo bioldgiai eloszlasi vizsgalatok,
mert a varakozasoknak megfelelden a [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB elsésorban a vesén
keresztiil tirtilt ki hidrofil tulajdonsdga miatt. Ugyanezen tulajdonsagokat igazoltak kordbban a
[°8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD esetén, amely szintén erdsen hidrofil volt (logP:-3,07 £ 0,11)
(Hajdu és mtsai., 2019). A [®®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD felhalmozddasa a SCID egerek mas
szerveiben elhanyagolhatdé volt, és az idOaktivitds gorbék azt mutattdk, hogy gyorsan
eliminalodott a testbdl. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak mas kutatok eredményeivel,
ahol a vesén keresztiili is gyors eliminéciot figyeltek meg embereken és patkanyokon végzett
vizsgalatok soran jeldletlen és radioaktivan jelolt HPBCD-vel (Frijlink és mtsai., 1990; Gould
& Scott, 2005; Hajdu és mtsai.,, 2019). Az ex vivo (ID%/g) és az in vivo (SUV-K)
osszehasonlitisa soran alacsonyabb [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felhalmozodast figyeltiink
meg a hasi és mellkasi szervekben és szovetetekben, mint a[*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD

esetén.(Hajdu és mtsai., 2019) A szervek felvételi aranya azonban egymashoz viszonyitva
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megegyezett. Tovabba a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB esetében a vartnadl magasabb
tiidéakkumulaciot is megfigyeltiink az ex vivo mérések soran. A lehetséges okokat mar leirtak
(Hajdu és mtsai., 2019) a [®3Ga]Ga-NODAGA-HPBCD vizsgalatai soran: ez alapjan az ersen
hidrofil RAMEB képes a tiid6 vizrekeszeiben felhalmozddni, €s onnan egy 1d6 utan visszatérni
az egerek keringési rendszerébe. Azonban mikor bioldgiai eloszlasi vizsgalatokat végeztiink
PGE2 jelenlétében, a NODAGA-RAMEB-et intravénasan 1 mg PGE2-vel egyiitt adtuk be,
megallapitottuk, hogy a radiotracer nem {iriil ki gyorsan a szervezetbdl. A radioaktivitas a
szervezetben maradt 90 perccel az injekcido beadasat kovetden. Ennek a megfigyelésnek az
egyik magyarazata lehet, hogy a [®3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB -PGE2 komplex egy kozepesen
megnagyobbodott molekula, kevésbé hidrofil, és ezek a tulajdonsagok megakadalyozzék a
gyors vesén keresztiili eliminaciot igy ndvelve a keringési idot a vérben. Egy masik ok lehet a
PGE2 és a vérplazmafehérjék kolcsonhatasa (Raz, 1972), amelyek szintén novelhetik a
keringési idot.

A szakirodalomban megjelent, hogy a prosztaglandinok képesek komplexet alkotni a béta-
ciklodextrinekkel (Inoue és mtsai.,, 2016). Azt szerettik volna megnézni, hogy ez a
komplexképzédés in vivo is megtorténik-e, és hogyan hat a radioaktivan jeldlt [®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB felhalmozddasara az olyan tumoros szovetekben, amelyek megndvekedett
PGE2 receptor stirliséget mutattak. Emiatt egy kémiai kisérletet hajtottunk végre, mely soran
Osszehasonlitottuk a radiotracer-kotd képességet egy szilard fazisu gyanta és egy PGE2-vel
konjugalt gyanta k6zott A mért eredmények alatdmasztjak a kozzétett hipotézist, miszerint a
PGE2 konjugalt gyanta lényegesen nagyobb aktivitast mutat, mint a modositatlan gyanta. Ez
az eredmény azt bizonyithatja, hogy a PGE2 jelentds szerepet jatszik a [*®Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB tumorfelvételét illetden.

Munkénk kévetkezd szakaszaban az in vivo PET képalkotéssal kivantuk igazolni a ®3Ga-mal
jelolt NODAGA-RAMEB molekula PGE2-szelektivitasat. Tumor indukcidhoz CB17 SCID
egerekben BxPC-3 ¢és PancTu-1 hasnyalmirigy karcinoma sejtvonalakat hasznaltunk. Korabbi
tanulmanyok beszamoltak rola (Yip-Schneider és mtsai., 2000), hogy a PGE2 termelés fokozott
a BXPC-3 human hasnyalmirigy adenokarcinéma sejtvonal esetén, tovabba igazoltak, hogy az
EP1 és EP2 receptorok aktivitasa lényegesen magasabb PGE2 szintet igényel (O’Callaghan &
Houston, 2015). Mas kutatocsoportok is erds PGE2 szekréciot és magas EP2 receptor
expressziot talaltak a BxPC-3  sejtvonalak esetén, amikor kiilonb6z6 humén
hasnyalmirigyraksejtek in vitro vizsgalatait végezték(Takahashi és mtsai., 2014). 2015-ben

Gonnermann-féle aramlasi citometriaval és Western Blot-tal a PancTu-1 sejtvonal PGE2
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termelését is vizsgaltak. Az elemzések szerint a COX-2 expresszid és a PGE2 termelés nagyon
alacsony a PancTu-1 sejtvonal esetén, a kiilonbozé hasnyalmirigy ductalis adenokarcinoma
sejtvonalakkal dsszehasonlitva (Gonnermann és mtsai., 2015). Kutatasunk soran mi is az EP2
receptorok figyelemre mélto jelenlétét talaltuk BxPC-3 daganatokban, mig alacsonyabb
receptor expressziot a PancTu-1 daganatokban. Eredményeinket immunhisztokémiaval is
megerdsitettiink, miszerint szubkutdn ndévekvé BxPC-3 daganatok megérizték ezt a
tulajdonsagot in vivo kisérletek soran is.

Ezek a kiilonbségek a BXPC-3 és a PancTu-1 daganatok kozott vilagosan lathatova valtak az in
vivo PET képalkotds és az ex Vivo gamma szamlalo mérések segitségével, a [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB intravénas injekcidja utan. Az kisérleteink alapjan a BxPC-3 daganatok
legmagasabb tumor-izom aranyt (T/M) 80-90 perccel a [?®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB injekcio
beadasa utdn mutattak. A PancTu-1 daganatok ¢és az egyiitt injektalt PGE2 ebben a
kisérletsorozatban Osszehasonlitd vizsgalatként szolgaltak. A [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
szignifikansan magasabb felhalmozodast mutatott a (p < 0,01) a BxPC-3 daganatokban, mint a
PancTu-1 daganatokban, melyeket alacsonyabb EP2 receptor expresszid és PGE2 termelés
jellemez. A dinamikus PET képeket elemezve azt talaltuk, hogy a legmagasabb tumor-hattér
aranyt (T/M) az injekci6 beadasa utdn 80-90 perccel kaptuk meg, és ez a magas T/M érték
nagyban befolyasolta a kontrasztot és a PET-képek értékelhetdségét a daganatok azonositasa
szempontjabol. A T/M arany és a PancTu-1 daganatok M SUV értékei koriilbelil 10-szer
alacsonyabbak voltak, mint a BXxPC-3 daganatoké, ami megerdsiti a [®Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB magas PGE2-szelektivitasat. A kdzelmultban egy erds és szelektiv prosztanoid EP4
receptor antagonista, CJ-042794 8F radioaktivan jelolt molekulat vizsgaltak Zhang és
munkatarsai (Z. Zhang és mtsai., 2017). Eredményeik szerint a nyomjelz6 felhalmozddasa
LNCaP prosztatardk xenograftot hordozd egerekben szelektivnek mutatkozott, de blokkold
vizsgalatok esetén a magasabb felvétel dllandé maradt. Ez az eredmény azt sugallhatja, hogy
az EP4 receptor nem jatszik dontd szerepet a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB fajlagos
felhalmozodasaban.

Kisérleteinkben a [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB ¢és PGE2 egyiittes injektaldsa utan eltérd
farmakokinetikai tulajdonsagokat figyeltiink meg. Megallapitottuk, hogy a BxPC-3 daganatok
SUV-atlagértékei szignifikansan (p < 0,01) magasabbak (kb. 8-9-szeres), mint a [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB akkumulaci6 az egyiitt injektalt PGE2 nélkiil. Emellett jelentds radiotracer
felhalmozodast figyeltink meg a hattérszovetekben. Ezekbdl az adatokbdl arra a

kovetkeztetésre  jutottunk, hogy a [®®*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-PGE2 komplex
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megakadalyozza a gyors vese clearance-t és noveli a radioaktivan jelolt RAMEB-PGE2
keringési idejét a vérben, ami a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB lassabb, de magasabb
felhalmozodasat eredményezi a BxPC-3 daganatokban.

Osszességében eredményeink azt sugalljak, hogy szoros kapcsolat van a PGE2-EP2 és a
[8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB kozétt, de a pontos célzasi mechanizmus megértéséhez tovabbi
vizsgalatokra lesz szlikség annak tisztdzasa érdekében, hogy a radiotracer el6szor a PGE2-hoz
kotddik, majd egyiitt kotddik-e az EP2 receptorhoz vagy a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
kotédik a mar amugy is EP2 receptor-kotott PGE2-h6z? Vagy az is lehetséges, hogy a két
folyamat egyidejiileg jatszodik le. Dinamikdjuk azonban nem teljesen meghatarozott.

Tovabba ezeket a folyamatokat nagyban befolyasolhatja a daganat mikrokornyezete,
tulajdonsagai (pl.: prosztaglandin termelés, hypoxia stb.), valamint az EP2 receptor siirliség.
Osszességében a vizsgalatainkban alkalmazott modszerekkel, elért eredmények megerdsitették
a szoros kapcsolatot a PGE2 molekula és a [3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB kozott, mely
eredmények megteremtették a PGE2-célzott in vivo PET diagnosztika alapjait (Trencsényi és
mtsai., 2020). Ezen korabbi eredményeink alapjan egy olyan RAMEB szarmazék szintetizalasat
tliztiik ki célul, amely nagy affinitassal kotédik a PGE2-pozitiv daganatokhoz, és diagnosztikali,
valamint terapias izotopokkal is jelolhetdk radioaktivan.

Ebbdl a célbol DOTAGA kelatort valasztottunk a %8Ga-mal és 2°52%Bi-tal jelolhetd farmakonok
eldallitasahoz (Bernhard és mtsai., 2012). A DOTA és szarmazékai nagy jelentdséggel biro
komplexképzd szerek csoportjaba tartoznak az orvosbiologiai alkalmazasokban, mivel kivalo
komplexképz6 tulajdonsagot mutatnak szamos fémionnal szemben és fémkomplexeik Kinetikai
stabilitasa magas (Lattuada €s mtsai., 2011; Wadas és mtsai., 2010). Kutatomunkank soran a
DOTAGA bifunkcionalis kelatképzét konjugaltuk az NH2-RAMEB aminocsoportjan
keresztiil. A DOTAGA négy szabad karboxil csoporttal rendelkezik és egy aktivalt izotiocianat
csoporttal, amely specifikusan képes kapcsolodni a RAMEB aminocsoportjaval (Levy és
mtsai., 2009; Overoye-Chan és mtsai., 2008). Az olyan tipusu bifunkcionalis kelatképzok
hasznalata soran, amelyek aktivalt csoportot tartalmaznak, mint példaul a az izotiocianat, nem
igényelnek véddcsoport-eltavolitasi reakciokat és iddigényes kromatografids munkat. Az ily
modon jonnan szintetizalt DOTGA-RAMEB alkalmas radioaktiv jelolésre mind Ga-mal (A.
Anderson & McAnulty, 2013; Filippi és mtsai., 2020) mind 2°5206Bj-tal. (Suthiram és mtsai.,
2021).

A radioaktiv jelolési eljarasokat kutatdocsoportunk altal kordbban kifejlesztett jol bevalt

protokollok szerint végeztiik (Hajdu és mtsai., 2019; Trencsényi és mtsai., 2020), ami magas
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radiokémiai tisztasagu termékeket eredményezett, a tisztasig RCP 98,0% feletti volt. A %Ga
jelolések esetén a generatort ultratiszta sésavval eludltuk (c = 0,1 M, pH = 1). Az erésen savas
kozeg (pH < 2) nem megfeleld a radioaktiv jeloléshez, ezért az eludtumokat 1 M natrium-
acetattal puffereltiik, hogy a pH-t 4,3—4,5.-re allitsuk be (Hacht, 2008; Tsionou és mtsai., 2017).
Minden reakci6 el6tt a 3Ga-eluatumot puffereltiik, és kozvetleniil a DOTAGA-RAMEB-hez
adtuk, amely hatékony, robusztus radioaktiv jelolési reakciét eredményezett. A 2%2%B; jelolés
esetén a radioaktiv jelolési reakciot 8,2—8,5 pH-n kell végrehajtani. Ez a pH érték csokkenti a
bizmut-hidroxid kivalasat és hatékony jel6lési reakciot eredményez (Egorova és mtsai., 2018;
Manna és mtsai., 2020). Ebben az esetben a 2°52%Bj-oldatot kdzvetleniil hozzaadtuk az elére
pufferelt DOTGA-RAMEB prekurzorhoz.

A radioaktivan jelolt DOTAGA-RAMEB szarmazékok alkalmazhatdsagat in vitro és in vivo
stabilitasi tesztekkel értékeltiik. Az in vitro metabolikus stabilitas vizsgalatokat 30, 60 és 90
perces inkubacios idé utdn monitoroztuk a korabbi vizsgélatainkhoz hasonldéan (Hajdu és
mtsai., 2019; Trencsényi és mtsai., 2020). A stabilitasi vizsgalatok azt mutattak, hogy nem volt
szabad %Ga és 2%52Bj izotop bomlastermék a 90 perces vizsgalati idd alatt. Az eredmények
azt mutattidk, hogy a %Ga vagy 2%2%Bi jelolt ciklodextrin szarmazékok egérszérum
jelenlétében stabilak maradtak, hasonloan kordbbi vegyiileteinkhez, ami fontos az intravénas
beadas szempontjabol. Az in vivo metabolikus stabilitast 60 perccel a [®Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB és a [2%/?06B{]Bi-DOTAGA-RAMEB intravénas beadasat kovetden értékeltiik. Mivel
a vizeletben nem talaltunk radioaktiv metabolitot, megallapitottuk, hogy az in vivo stabilitasi
eredmények Osszhangban vannak az in vitro adatokkal. Ezek a kisérleti eredmények azt
bizonyitottak, hogy az ujonnan szintetizalt [?Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB ¢és a [2%2Bj]Bi-
DOTAGA-RAMEB az ¢l6 szervezetben stabilak a keringés és a kivalasztds soran, ami

elengedhetetlen a tovabbi in vivo kisérletekhez.

A megoszlasi hanyados meghatirozasa soran megallapitottak, hogy a [3Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB szarmazék logP értéke 3,47 + 0,04 volt, a[2®?%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB logP értéke

3,45 £ 0,03 volt, ami arra utal, hogy ezek az anyagok erdsen hidrofilek.

A preklinikai vizsgalatok soran elészor a [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB biolégiai eloszlasat
hataroztuk meg egészséges kontroll CB17 SCID egerekben in vivo PET képalkotas
alkalmazasaval A [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB vizelettel torténd kivalasztasa volt lathaté a
bomlaskorrigalt PET képeken. Az atlagos logP-érték 3,5, ami erdsen hidrofil tulajdonsagot

jelez, alatamasztja ezt a megfigyelést. Ez az eredmény O0sszhangban van a kutatocsoportunk
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altal korabban vizsgalt [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB biolégiai eloszlasi adataival ahol a vesén
keresztiili kivalasztas tortént, 6sszhangban a logP értékekkel. (Trencsényi és mtsai., 2020). A
tobbi szervben ¢és a szovetekben alacsony felhalmozodast figyeltink meg az in vivo PET
képalkotas soran mind a korabban vizsgalt [*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB esetében, mind a
jelenlegi [*8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB-nél amelyet a kelator cseréjével allitottunk eld. Az idé-
aktivitds gorbék a nyomjelzd gyors kiiiriilését mutatjadk. Eliminacidés eredményeink
Osszhangban vannak a kordbbi, mas tipust ciklodextrinekkel (HPBCD) végzett kutatasi
eredményekkel, amelyek hasonlo vizsgalatok soran vesén keresztiil torténd kivalasztodasrol
szamoltak be, embereken és ragcsalokon végzett jeldletlen és radioaktivan jelolt HPBCD esetén

(Hajdu és mtsai., 2019).

A preklinikai kutatds masodik szakaszaban a [3Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB tumor célzod
képességét vizsgaltuk PGE2-pozitiv tumort hordozoé egerekben in vivo PET képalkotassal. Mas
kutatocsoportok altal leirt a PGE2 talzott expresszidja és az EP2 receptor upregulacidja
jellemezte azokat a BXPC-3 rakos sejteket, amelyeket kisérleteinkben hasznaltunk (Takahashi
¢s mtsai., 2014). A PGE2 receptorok jelenlétét szubkutan ndvekvé BxPC-3 daganatokban
immunhisztokémiai modszerekkel ellendriztiik. Az erds receptor slirliség miatt tulexpresszalo
daganatok pontosan lokalizalhatok in vivo PET képalkotas segitségével a [*8Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB intravénas injekcioja utan. A legmagasabb T/M aranyt (2,5 + 0,2) 90 perccel az
injekcio beadasat kovetden lehetett tapasztalni, ami az értékelés szempontjabol a legnagyobb
jelentdséggel bir a PET képek koziil. Osszehasonlitva ezt korabbi vizsgalatainkkal a BxPC-3
daganatok esetében a legmagasabb tumor-hattér arany szintén az injekcio beadasat kovetd 80-
90 percben volt megfigyelhetd (Trencsényi és mtsai., 2020). Osszegezve az in Vivo képalkotas
eredményeit arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kelatképz6 cseréje nem befolyasolta a
biolégiai eloszlast, sem a PGE2 pozitiv tumorsejtek célzasat a %Ga-val jelolt RAMEB esetén.
Mivel a 2%2%B; fizikai jellemz6i miatt nem lehetett PET szkennerrel elvégezni a [#*Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB ¢és [?%2%Bj{]Bi-DOTAGA-RAMEB  9sszehasonlito — szerveloszlas
vizsgalatat, ezért azt gammaszamlalo segitségével vizsgaltuk. Az ex. vivo kisérletek %ID/g
eredményei alapjan statisztikailag szignifikéns kiilonbséget nem észleltiink szervek és szovetek
felvétele kozott 30 €s 60 perccel az injekcid beadéasa utan a két radiotracer esetében. Azonban
a 90. percben eltérd radiofarmakon felvételt figyeltiink meg. A [3Ga]Ga-DOTAGARAMEB
felhalmozodas mindvégig alacsony volt az egyes szervekben. Ezek az adatok dsszhangban
vannak az in vivo PET vizsgalat eredményeivel és a korabbi [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
valamint a [®®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD kutatdsok eredményeivel(Hajdu és mtsai., 2019;
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Trencsényi és mtsai., 2020). Ezzel szemben a [2°9?%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB mérsékelt
felhalmozodasat figyeltiikk meg a 1épben, a vastagbélben ¢€s a zsirszovetben, mely nem jellemzd

a hidrofil molekuldkra. Ezen eredmények megértése tovabbi kutatasokat igényel.
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7. Osszefoglalas

A ciklodextrinek felhasznélésa a gydgyszeriparban nagyon sokrétii. Kivalé gyogyszerhordozo
tulajdonsagaik mellett egyes ciklodextrinek 6nmagukban is gyodgyszernek mindsiilnek. Doktori
tanulmanyaim soran kelatorral médositott random metilezett béta ciklodextrin szarmazékok
radiojel6lését, karakterizalasat és in vivo, illetve ex vivo vizsgalatat thztik ki célul. Ezen

szarmazeékok potencidlisan 0j radiofarmakonokként szolgalhatnak a hasnyalmirigy tumor

crer

Elsd kisérletsorozatunkban olyan radiojelzett ciklodextrin szirmazékot [*3Ga]Ga-NODAGA-
RAMERB illitottunk eld, mely alkalmasnak bizonyult a BxPC-3 hasnyalmirigy adenokarcindma
tumor kimutatasara. A RAMEB-et NODAGA kelatorhoz kapcsolva sikeresen jeldltiik *Ga
izotoppal, ezutan analitikai vizsgalatoknak vetettiik ald. Robosztus, reprodukalhatd, magas
radiokémiai tisztasagu radiofarmakont kaptunk, melyet széles korben teszteltiink preklinikai in
vitro, in vivo és ex vivo vizsgalatok soran. Ezen vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a
[°8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB metabolikus stabilitasa kivalo, képes specifikusan halmozodni a
tumorban, a vizeletkivalaszté rendszeren keresztiil eliminalodik a szervezetbOl, és nem

halmozddik mas szervekben.

Masodik kisérletsorozatunkban a diagnosztikus izotdpot terapias izotdpra cseréltiik, ezaltal
olyan ciklodextrin szarmazékot allitottunk eld mely alkalmas lehet BxPC-3 hasnyélmirigy
elsd kisérletiinkben ®8Ga izotoppal, majd kiilon kisérletben 2°2%Bi izotoppal radioaktivan
jeloltiink. fgy két magas radiokémiai tisztasagli reprodukalhatd, robosztus radiofarmakont
kaptunk, a [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB- et és a [2%°2B{]Bi-DOTAGA-RAMEB- et. Mindkét
radiogydgyszert széleskorii bioldgiai vizsgalatoknak vetettiik ald, mely sordn megallapitottuk,
hogy specifikusan halmozodnak a hasnyalmirigy tumor sejtekben, jellemzéen renalisan

iirlilnek, és nem mutatnak specifikus halmozodast mas szervekben.

Ezen eredmények alapjan a ciklodextrinek rendkiviil széleskorii gyogyszeripari felhasznélasa

uj tertilettel béviilhet.
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8. Summary

The application of cyclodextrin derivates in the medical and pharmaceutical industries is very
diverse. CD-s have excellent drug carrier properties moreover it is known that many derivatives
are effective in the therapy of several diseases. During my doctoral studies, we aimed to
synthetize radiolabeled randomly methylated beta-cyclodextrin and investigate its tumor-
targeting properties. These derivatives can potentially serve as new radiopharmaceuticals in

pancreatic tumor diagnostics and therapy.

In our first project, we produced a radiolabeled cyclodextrin derivative ([*®Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB), which proved to be suitable for the detection of BxPC-3 pancreatic adenocarcinoma
tumors. The NODAGA-RAMEB was successfully labeled with the %8Ga isotope, and then
subjected to analytical tests. We obtained a robust, reproducible radiopharmaceutical with high
radiochemical purity, which was extensively tested in preclinical in vitro, in vivo and ex vivo
studies. Based on these tests, we found that the metabolic stability of [*®Ga]Ga-NODAGA-
RAMERB is excellent, it can accumulate specifically in the tumor, it is eliminated from the body

through the urinary system, and it does not accumulate in other organs.

In our second project, we replaced the diagnostic isotope with a therapeutic isotope. We
produced a cyclodextrin derivative that may be suitable for BxPC-3 pancreatic adenocarcinoma
tumor therapy. DOTAGA-RAMEB was labeled with Ga and 2%%2%Bj radionuclides. We
produced two reproducible, robust radiopharmaceuticals with high radiochemical purity:
[°8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB and [205/206B]Bi-DOTAGA-RAMEB. Both
radiopharmaceuticals were subjected to extensive biological tests, during which we found that
they accumulated specifically in pancreatic tumor cells. The [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB and
205120681 Bi-DOTAGA-RAMEB eliminated renally, and did not show specific accumulation in

other organs.

Based on our results, radiolabeled cyclodextrins further expand the applications of

cyclodextrins in pharmaceutical and medical industry.
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10. Targyszavak
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11. Abrak és tablazatok jegyzéke

1.4abra: Az a-ciklodextrin, a B-ciklodextrin €s a y-ciklodextrin kémiai szerkezete
2.abra A PET miikodési sémaja

3.abra PET-CT gép

4.abra: Kisallat PET-scanner

5.abra Hordozhato Gallium- 68 generdator ( Ecklert&Ziegler-Németorszag)

6.dbra: dietilén- triamin-pentaecetsav

1.dbra: 1,4,7,10,-tetraazaciklododekan-N,N’, N”,N’’-tetraecetsav

8. dbra: 1,4,7- triazaciklonondn- N, N’, N”’ -triecetsav

9. dbra: ®8Ge/*®®Ga generdtor fakciondlt eliicidja

10. dbra: Monoamino RAMERB konjugalasi reakcioja NODAGA kelatorral

11. dbra: A tisztitott NODAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogramja

12. abra: Az altalunk szintetizalt NODAGA-RAMEB 1H-NMR spektruma. A spektrumot
13. abra: A NODAGA-RAMEB témegspektruma

14. abra: Monoamino RAMEB konjugalasi reakcioja DODAGA kelatorral

15. dbra: A tisztitott DOTAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogramja

16. abra: A DOTAGA-RAMERB tomegspektruma

17. abra: A NODAGA-RAMERB jelélése %8 Ga izotoppal

18. abra: a [**Ga]Ga-NODAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogramja

19. abra: A DOTAGA-RAMERB radiojelolése ®*Ga izotoppal

20. dbra: [*8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogtramja

21. abra: DOTAGA-RAMERB jelolése ®2%Bi izotoppal

22. dbra: [?°?°¢Bj] Bi-DOTAGA-RAMEB RP-HPLC kromatogramja

23. dabra: In vitro metabolikus stabilitas [®*Ga]lGa-NODAGA-RAMEB; [®3Ga]Ga-DOTAGA-

RAMERB és a [?°?°Bi]Bi-DOTAGA-RAMERB (10 uL, 4 + 0,6 MBq) egér szérumban
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24. abra: a [ﬁSGa]Ga-NODAGA-RAMEB, a [GsGa]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [205’2068i]Bi-
DOTAGA-RAMERB in vivo metabolikus stabilitasa

25. dbra: A [*3Ga]Ga-NODAGA-RAMERB biolégiai eloszldsa egészséges kontroll CB17 SCID
egerekben dinamikus PET képek Narancssarga nyilak: vese, fekete nyilak: hugyholyag.

26. dbra: A [*®Ga]lGa-NODAGA-RAMEB szervi eloszlisa SUV dtlag- idé bomldskorrigalt
gorbe

27. abra[%®Ga]Ga-DOTAGA-RAMERB bioldgiai eloszldsa egészséges kontroll SCID egerekben.
Reprezentativ bomlaskorrigalt dinamikus PET képek. Narancssdrga nyilak: vese, fekete nyilak:

hugyholyag
28. dbra: [8Ga]Ga-DOTAGA-RAMERB szervi eloszlasa SUV-dtlag- idé bomldskorrigalt gérbe

29.4 dbra: Reprezentativ idofiiggo, bomlas korrigalt koronalis és axidlis miniPET képek
[*®Ga]Ga-NODAGA-RAMERB injektdlasa utdn BxPC-3 daganatot hordozé egerekben

29.B dbra: Reprezentativ idofiiggo, bomlas korrigalt koronalis és axialis miniPET képek
[*®Ga]Ga-NODAGA-RAMERB és PGE? egyiittes injektdlasa utan BxPC-3 daganatot hordozoé

egerekben

30.A. dbra: Id6-aktivitisi gorbe (TAC) [*8Ga]lGa-NODAGA-RAMEB felhalmozédasrol PGE2
pozitiv BxPC-3 tumorokban.

30.B dbra: Idé-aktivitasi gorbe (TAC) %8 Ga-NODAGA-RAMEB + 1 mg PGE?2 felhalmozéddsrol
PGE2 porzitiv BxPC-3 tumorokban.

31. abra: A BxPC-3 és a PancTu-1 tumoros SCID egerek reprezentativ bomlas korrigalt
miniPET képei

32. dbra: a [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMERB felvétel kvantitativ SUV elemzése 80-90 perccel a

radiotracer intravénds injekcioja utdan

33. dbra: A [%8Ga]Ga-DOTAGA- RAMEB in vivo biolégiai eloszlisa BxPC-3 daganatot
hordozo SCID egerekben. Reprezentativ bomlaskorrigadlt statikus coronalis (balra) és

transaxialis (jobbra) miniPET felvételek 90 perccel a radiotracer injekcio beaddasa utan.

34.abra: [®Ga)Ga-DOTAGARAMERB idé-aktivitas gorbéje BxPC-3 daganatban és izomban

113



35. dbra: A [%8Ga]Ga-NODAGA-RAMERB felhalmozéddsdnak ex vivo értékelése a PGE2 pozitiv
BXPC-3 tumort hordozo CB17 SCID egerekben

36. dbra: [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMER és [*°?%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB ex vivo biolégiai
megoszlasa PGE2 pozitiv BxPC-3 tumort hordozo CB17 SCID egerekben

37. abra BxPC-3 (A és B panel) és PancTu-1 (C és D panel) tumorok 11 nappal a tumorsejt-
oltas utan. A és C: reprezentativ hematoxilineozin festett daganatszévet; B és D: Anti-
Prosztaglandin E receptor EP2/PTGER2 antitest immunhisztokémia (IHC), vizualizdlva 3,3-
diaminobenzidin (DAB) (barna festés). Nagyitas: 40X.

1.tablazat Leggyakrabban alkalmazott radiofémek, tulajdonsagaik, és alkalmazdasuk

2. tablazat: [?8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB (% ID/g) ex vivo szervi eloszldsa egészséges kontroll
egerekben 30, 60 és 90 perccel a radiotracer injektaldasa utan. Szignifikancia szint 30 és 90

perces adatok kozott: p<0.01 (*).

3. tablazat: A [®Ga]Ga-NODAGA-RAMERB felvételének ex vivo értékelése (% ID/g) BxPC-3-
és PancTu-1 daganatokban

4. tablizat: A [®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMERB és a [?*°?°Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB radiotracerek
ex vivo biologiai eloszlasa 30, 60 és 90 perccel az injekcio beadasa utan. % ID/g kifejezve atlag

+SD
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