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1. A doktori értekezés elozményei és célitiizései

Napjainkban a hasnyalmirigy rosszindulatii daganatos megbetegedések szama vilagszerte elképesztd
iitemben emelkedik. Magyarorszagon a haldlozast okozo daganatok korében az 6tddik helyen all, és a
betegek 5 éves tulélési esélye 5% alatti. A legtobb esetben a daganat felfedezésekor a betegség mar
elérehaladott allapotban van, és mar az egy éves tulélési esélyek is nagyon alacsonyak. A
hasnyalmirigyrakot néma gyilkosnak nevezik, mert a kezdeti megbetegedés tiinetszegény, €s a késdbbi
panaszok sem specifikusak. Emiatt egyre nagyobb az igény olyan érzékeny képalkotd és terapias
eljarasok bevezetése irant, amelyek segitségével a legkisebb morfologiai elvaltozasok és a korai attétek

is idében felismerhetoek, hiszen ezzel a betegek élete megmenthetd, vagy meghosszabbithato.

Rendkiviili érzékenysége és nagy felbontasa miatt a pozitron emisszids tomografia (PET) olyan nem
invaziv képalkotd6 moddszer, amely alkalmas tobbek kozott a hasnydlmirigy adenokarcindma
kimutatasara, stadiumanak meghatarozasara, és a korai attétek felismerésére. Ezzel parhuzamosan egyre
nagyobb igény mutatkozik az olyan specifikus képalkotod kontrasztanyagok fejlesztésére is, amelyek
alkalmazasaval hatékonyan elkiilonithetbek az egészséges szovetek, a beteg szovetektdl. A
ciklodextrinek olyan csonka kup alaka semleges gliikoz oligomerek, amelyek kivalé gydgyszerhordozo
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Intenziv gyogyszeripari kutatasok folynak olyan cikldoxtrinek
fejlesztésére, amelyek kivalo gyogyszerhordozok, 6nalld gyogyszerek, illetve adalékként javitjadk mas
készitmények biologiai hozzaférhetdségét, biohasznosulasat, eltarthatésagat. A random metilezett -
ciklodextrin (RAMEB) nagy affinitassal rendelkezik a a human eredetii rosszindulatii tumorokban, mint
pl. hasnyalmirigy rékban tilexpresszalodo prosztaglandin-E2 és receptoraival torténé komplex

kialakitasara, ezért radioaktivan jelolve igéretes radiofarmakon lehet a hasnyalmirigy tumorok

cres

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

segitségével.

Napjainkban a hasnyalmirigy rosszindulatti daganatos megbetegedések szama vilagszerte elképeszto
iitemben emelkedik. Magyarorszagon a haldlozast okozo daganatok korében az 6tddik helyen all, és a
betegek 5 éves tulélési esélye 5% alatti. A legtobb esetben a daganat felfedezésekor a betegség mar
elérehaladott allapotban van, és mar az egy éves tulélési esélyek is nagyon alacsonyak. A
hasnyalmirigyrakot néma gyilkosnak nevezik, mert a kezdeti megbetegedés tiinetszegény, €s a késébbi
panaszok sem specifikusak. Emiatt egyre nagyobb az igény olyan érzékeny képalkotd és terapias
eljarasok bevezetése irant, amelyek segitségével a legkisebb morfologiai elvaltozasok és a korai attétek

is idében felismerhetoek, hiszen ezzel a betegek élete megmenthetd, vagy meghosszabbithato.



Rendkiviili érzékenysége és nagy felbontasa miatt a pozitron emisszids tomografia (PET) olyan nem
invaziv képalkotd6 moddszer, amely alkalmas tobbek kozott a hasnyalmirigy adenokarcindma
kimutatasara, stadiuméanak meghatarozasara, és a korai attétek felismerésére. Ezzel parhuzamosan egyre
nagyobb igény mutatkozik az olyan specifikus képalkot6 kontrasztanyagok fejlesztésére is, amelyek
alkalmazasaval hatékonyan elkiilonithetbek az egészséges szovetek, a beteg szovetektdl. A
ciklodextrinek olyan csonka kup alaka semleges gliikoz oligomerek, amelyek kivalé gydgyszerhordozo
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Intenziv gyogyszeripari kutatdsok folynak olyan -cikldoxtrinek
fejlesztésére, amelyek kivalo gyogyszerhordozok, 6nallod gyogyszerek, illetve adalékként javitjdk mas
készitmények biologiai hozzaférhetdségét, biohasznosulasat, eltarthatésagat. A random metilezett 3-
ciklodextrin (RAMEB) nagy affinitassal rendelkezik a a human eredetii rosszindulati tumorokban, mint
pl. hasnyalmirigy rékban tilexpresszalodo prosztaglandin-E2 és receptoraival torténé komplex

kialakitasara, ezért radioaktivan jelolve igéretes radiofarmakon lehet a hasnyalmirigy tumorok

ey

Az intenziv kutatdsok ellenére korlatozott informacié 4ll rendelkezésre a ciklodextrinek
farmakokinetikai tulajdonsagarol és biologiai eloszlasarol. Ezen okok miatt kutatdcsoportunk elkezdte
vizsgalni a radioaktivan jeldlt ciklodextrinek viselkedését az €16 szervezetben PET képalkot6 eljaras

segitségével.

A doktori tanulmanyaim soran folytatott kutatasaink célja, olyan radioaktivan jelzett ciklodextrin
szarmazékok - mint 0j radiofarmakonok - eléallitdsa, amelyek 0j utat nyithatnak a PGE2 pozitiv
ciklodextrinek alkalmazasat. Ezen cél megvaldsitasahoz €s a 1étrehozott radiofarmakonok széleskorii

vizsgalatdhoz az alabbi projektek megvalositasaval kivantunk hozzajarulni:

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

A masodik projekt soran célunk volt a komplexképz6 és a diagnosztikus radioizotop lecserélése,
ezaltal olyan RAMEB szarmazék eldallitasa és vizsgalata, mely alkalmas lehet a PGE2 receptort
tulexpresszaldé BxPC-3 hasnyalmirigy tumor radioterapias kezelésére. A RAMEB szarmazékot
DOTAGA kelatorral konjugaltuk, majd gallium-68 illetve bizmut-205/206 izotopokkal jeloltik. A

farmakonokat ezutan az el6z6 projekthez hasonldan in vitro, ex vivo, és in vivo koériilmények k6zott



teszteltiik. A biologiai vizsgalatok soran egészséges kontroll, illetve BxPC-3 tumort hordozo

allatmodelleket alkalmaztunk.

2.Anyagok és modszerek
Monoamino-RAMEB konjugalasi reakciéja NODAGA kelatorral

A NODAGA kelatort az NH>-RAMEB aminocsoportjan keresztiil konjugaltuk - az aldbbiak szerint:
NH2-RAMEB-et feloldottunk vizben, majd az oldatot 4 °C-ra hiitdttiik és 15 percig kevertettiik. A
NODAGA-t DMSO-ban oldottuk, és az oldatot keverés kozben a lehtitott NH,-RAMEB oldathoz adtuk.
A reakcidelegy pH-jat DIPEA cseppenként térténd hozzaadasaval 8,5-re allitottuk be. A reakcidelegyet
24 6ran at szobahdmérsékleten kevertettiik. A terméket liofilizaltuk, vizben ujra feloldottuk €s preparativ
RP-HPLC-vel tisztitottuk. A szintézis hozama 74% volt. A NODAGA-RAMEB tisztasaganak
meghatarozasara analitikai RP-HPLC -t hasznaltunk. A kapott termék pontos molekulatomegét
nagyfelbontast tomegspektrometridaval (MS), a szerkezetét *H-NMR-rel igazoltuk.

Preparativ és analitikai RP-HPLC

A kiilonbozé kelatorral konjugalt RAMEB szarmazékok tisztitaisa KNAUER RP-HPLC rendszer
segitésével tortént, 150 mm x 10 mm preparativ Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlopon
(részecskeméret: 10 pm) az dramlasi sebesség 4 ml/perc volt a kovetkez6 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 jelolt vegyiileteink mindségellenérzéséhez szintén KNAUER RP-HPLC
rendszert hasznaltunk, kiegészitve az UV detektor elé¢ kapcsolt radiodetektorral, a tovabbiakban
egyiittesen 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 pm. Az dramlasi
sebességet 1ml/perc értekre valtoztattuk, a gradienst pedig igy alkalmaztuk: A eluens: 0 perc 100%, 15
perc 10%, 17 perc 10%, 20 perc 100%. Az eluensek megegyeznek a tisztitdsnal alkalmazott eluensekkel.

Monoamino-RAMEB konjugalasi reakciéja DOTAGA kelatorral

A DOTAGA kelatort szintén az NH>-RAMEB aminocsoportjan keresztiil konjugaltuk a
kovetkezOképpen: az NH.-RAMEB-et feloldottuk vizben, majd az oldatot 4 °C-ra hiitdttiik és 15 percig
kevertettiik. DOTAGA-t adtunk a lehttott NH>-RAMEB oldathoz, majd a reakcioelegy pH-jat 8,5-re
allitottuk DIPEA cseppenkénti hozzaadasaval. A reakcidelegyet szobahdmérsékleten 24 oran at
kevertettiik. A terméket (DOTAGA-RAMEB) liofilizaltuk, majd vizben 0jra feloldottuk és preparativ
RP-HPLC rendszeren tisztitottuk. A kész termék tisztasagat, analitikai RP-HPLC rendszerrel

ellendriztiik. A kapott termék pontos molekulatdmegét MS-sel igazoltuk. Az utolsd Iépésben az



azonositott termékbdl (DOTAGA-RAMEB) ultratiszta vizzel 3 mM torzsoldatot készitettiink a

radioaktiv jeldléshez.

A %8Ge/%Ga generator megfeleld eluciéjanak kidolgozasa

A Ga izotoppal torténé radiojelolés soran Eckert & Ziegler tipusu, %8Ge/®®Ga generatort
hasznaltunk, amelyet (5 ml) 0,1 M ultratiszta sésavval frakcionaltan elualtunk. A jel6lés soran
minden esetben 1 ml generator eluatumbdl indultunk ki. Ahhoz, hogy megkapjuk a legaktivabb
1-1,2 ml-es frakciot, a generator hasznalatba vételét kdvetden a legelsé alkalommal frakcionalt
eluciot végeztiink a kovetkez6 mdodon: A generatort 5 ml-es fecskenddvel, 0,1 M ultratiszta
sosavval elualtuk, és 25 db (200 pl) frakciot vettiink 1,5 ml-es Eppendorf csdvekbe. A frakciok
aktivitasat doziskalibratorral mértiik le. A méréseink alapjan a 9. és 14. frakciok kozotti

térfogatban (1,2 ml) talalhat6 a legaktivabb része az eludtumnak.
205206Bj jzotopok elballitasa és tisztitasa.

A 2057206Bj jzot6p keveréket az intézetiinkben miikodé GE PETtrace ciklotronban allitottuk eld, 6lom
céltargy besugarzasaval. Az 6lom céltargyat a ciklotron szilard target tartd 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, ezutdn a besugarzott céltargyat ultratiszta HNOs-val feloldottuk, majd a tiszta oldatot
lepipettaztuk a fel nem oldodott szilard anyagrol. Az oldatot ezt kdvetéen vizzel 10 ml-re higitottuk és
Millipore 0,22 pm-es sziirével megszirtiik, hogy a fel nem oldodott szilard részeket teljesen eltavolitsuk.
Ezutan a megszirt oldatot 150 mg TK 200 gyantat tartalmazo extrakcids oszlopra vittiikk f6l, mely
megkototte az altalunk kivant bizmut izotopokat. Az oszlopot ezutan mostuk ultratiszta HNO3s-mal a
maradék Pb szennyezés eltavolitasa érdekében, ezt kdvetden a 2°52%Bi izotopokat HNOs-val elualtuk.
A tiszta eluatumot mely ~30 MBq aktivitast 2°°2%Bi izotdpot tartalmazott, szarazra paroltuk majd Gjra

feloldottuk u.p. HCI-ban.
NODAGA-RAMEB radiojelolése *Ga izotoppal

A %8Ge/%®Ga generatort az el6zéekben leirtak szerint frakcionaltan eludltuk, majd a legmagasabb
aktivitasa frakciobol pipettaval kivettiink pontosan 1 ml-t. Ezt az 1 ml-t natrium-acetattal puffereltiik
4,3-4.5 pH értékre, majd hozzaadtuk a NODAGA-RAMEB vizes oldatat. A reakcidelegyet 10 percig
95 °C-on inkubaltuk. A 10 perc elteltével az elegyet hagytuk szobahémérsékletre hiilni, majd Light C18
Sep-Pak oszlopra vittiik fel. A jelolt farmakon megkdtése utan az oszlopot vizzel mostuk, hogy a puffert,
illetve a nem komplexalt szabad ®®Ga ionokat eltavolitsuk. A %Ga-mal jelolt NODAGA-RAMEB
([%Ga](Ga-NODAGA-RAMEB) terméket 96%-os EtOH és izotonias natrium-klorid-oldat 1:2 aranyt
elegyével (0,2 ml) nyertiik vissza az oszloprol. A jelolt terméket sdoldattal higitottuk, ezzel csokkentve

az etanol-tartalmat 10% ala, majd sterilre szrtiik az allatokon valé felhasznalas elott.



DOTAGA-RAMEB radiojeldlése %Ga izotéppal

Iml %Ga eluatumot natrium-acetattal puffereltiink, hogy biztositsuk a megfeleld pH értéket. Ezt
kovetden hozzdadtuk a DOTAGA-RAMEB vizes oldatat. A reakciot 95 °C-on 10 percig inkubaltuk.
Majd az oldatot egy aktivalt Light C18 Sep-Pak oszlopra vittiik fel. A megko6tés utdn az oszlopot vizzel
mostuk. A ®8Ga jelolt termékiinket [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB szintén 96%-os EtOH/izotonias NaCl
oldat 1:2 aranyu elegyével elualtuk le. A radiokémiai tisztasdg meghatarozasahoz radio detektorral
kombinalt RP-HPLC rendszert hasznaltunk A jelolt terméket sooldattal higitottuk, ezzel csokkentve az

etanol-tartalmat 10% ala, majd sterilre szirtiik az allatokon val6 felhasznalas el6tt.
DOTAGA-RAMEB radiojeldlése 2°5?%Bi izotéppal

A 2052088 jzotdpokat tartalmazo oldatbol kivettiink 100 uL-t, és ultratiszta ssavval 300 pl-re higitottuk.
A higitas utan TRIS pufferrel puffereltiik, hogy biztositsuk a megfelelé pH értéket, majd hozzaadtunk
20%-o0s aszkorbinsavat, és a DOTGA-RAMEB-et. A reakcitelegyet 95 °C-on, 10 percig inkubaltuk,
majd hagytuk szobahémérsékletre hiilni. Ezt kdvetdéen az oldatot egy aktivalt Oasis HLB gyantat
tartalmazo szeparacios oszlopra vittiik f6l. A farmakon megkotddése utan az oszlopot vizzel mostuk,
hogy a puffert, illetve a nem komplexalt szabad 2°>2%Bi ionokat eltavolitsuk. A 2°5?%Bi radioizotoppal
jelzett terméket ([?*2%°Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB 96%-0s EtOH/izotonids NaCl oldat elegyével
elualtuk. A radiokémiai tisztasig meghatarozasahoz radio detektorral kombinalt RP-HPLC rendszert
hasznaltunk. A jelolt terméket sdoldattal higitottuk, ezzel csokkentve az etanol-tartalmat 10% ala, majd

sterilre szurtik az allatokon valo felhasznalashoz.

A LogP-értékek: a [**Ga]Ga-NODAGA-RAMERB, [®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [2°2% B{]Bi-
DOTAGA-RAMEB szirmazékok oktanol/PBS megoszlasi hanyadosanak (megoszlasi egyiitthatd)
meghatarozasa

A LogP értékének meghatarozasat mindharom ciklodextrin szarmazék esetében a kovetkezoképpen
veégeztiik el: a radiojelolt ciklodextrin szarmazékot Osszekevertiik 1-oktanol és PBS keverékével egy
centrifugacsdben. Az elegyet 20 percig kevertettilk Vortex segitségével, majd 5 percig centrifugaltuk
20000 fordulat/perc sebességgel 4 °C-on a rétegek teljes szétvalasaig. A szétvalt fazisokbol 3 x 100 pl
térfogati mintakat kémcsovekbe pipettaztunk, ezutan megmértiik a radioaktivitasukat Perkin Elmer
Packard Cobra kalibralt gamma-szamlaloval. Tobb parhuzamos kisérlet mérési eredményeit atlagolva

kaptuk meg a LogP-értéket.
A [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB gyantakotés vizsgalata

Gyantakdtés vizsgalatot végeztiink annak érdekében, hogy megtudjuk, hogy az altalunk eldallitott
ciklodextrin szdrmazékok milyen mértékben kotddnek a PGE2-hoz, elére jelezve ezzel az €16

szervezetben a tumor altali felvételt.



Ennek els6 1épése, a gyanta PGE2-h6z valo kétése, melyet az alabbi reakcid szerint végeztiink: a H-Gly-
HMPB-ChemMatrix® gyantat bedztattuk DCM-ba és kondicionaltuk 10 percig. Ezt kovetden a
prosztaglandin E2-t (PGE2), és a PyBOP-ot hozzaadtuk, majd DIPEA-val beallitottuk a pH-t, és 2 6ran
keresztiil kevertettiik szobahdmérsékleten. Az inkubacids id6 leteltével a gyantat tivegszliron leszirtiik,
¢s 5 ml hideg DCM-mel kétszer mostuk, hogy eltdvolitsuk az el nem reagélt anyagokat. Az igy nyert
gyantat teljesen megszaritottuk, majd visszamérve 775 mg konjugalt gyantat kaptunk. A kapcsolasi
reakcid 98%-0s hozamot mutatott. Ezt kdvetden parhuzamos kisérletekben a 10 mg modositatlan
gyantat és 10 mg PGE2-vel konjugalt gyantat egy polipropilén frittel ellatott 1 ml-es polipropilén cs6be
helyeztiink. A mintdkhoz elészor 700-700 pl PBS-t adtunk, dsszeraztuk, majd 3 perc elteltével [%Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB-et pipettaztunk rajuk, melyet enyhe razds kozben 10 percig inkubaltunk
szobah6émérsékleten. Az inkubalas utan a gyantakrdl a folyadékot eltavolitottuk, majd 1 ml PBS-sel

mostuk. Ezt kdvet6en a gyantak, illetve a feliiluszok aktivitasat megmértiik.

Az in vitro metabolikus stabilitas meghatarozasa

A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB; [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [2%2Bj]Bi-DOTAGA-RAMEB
in vitro stabilitasat egér szérumban vizsgaltuk, kiilon kisérletben. Mindegyik radioizotop jelolt 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 iddpontokban 50 pl-es mintakat vettiink ki és jéghideg abs. EtOH-al kevertiik 0ssze.
Ezutan a kicsapodott frakciot tigy valasztottuk el, hogy 5 percig centrifugaltuk 10.000 fordulat/perc
sebességgel 4 °C-on. A feliiluszot dsszegyijtottiik, vizzel higitottuk és analitikai radio- RP-HPLC-vel

vizsgaltuk a radioizotoppal jelolt vegyiiletek radiokémiai tisztasagat.
Az in vivo metabolikus stabilitas meghatarozas

Az in vivo metabolikus stabilitas meghatarozasanak célja, hogy teszteljiik, hogyan viselkedik a

crcr

hatéanyag atalakulasi és lebontasi azaz metabolikus folyamat befolyasolja. Ezért az egészséges SCID
egerek farokvénajan keresztiil [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB- et injektaltunk, majd az injekcio beadasa
utan 60 perccel vizeletmintakat gyiijtottiink. A kapott mintat 50 ul jéghideg abs. etanollal 6sszekevertiik
¢és 10 000 fordulat/perc sebességgel 5 percig centrifugaltuk. A feliiliszot 6sszegyjtottiik, és analitikai

radio- RP-HPLC moddszerrel elemeztiik.

Alkalmazott tumor modellek

A tumor modellek indukalasakor BxPC-3 vagy PancTu-1 human hasnyalmirigy adenokarcindéma

crer

os NaCl oldathan (5x10° sejt; 100 pl NaCl-ban). A daganatok névekedését tolomérdvel kovettiik, és a
(legnagyobb atmér6 * a legkisebb atmérd ?) /2 képlettel meghataroztuk az aktuélis térfogatukat. EX vivo



€s in vivo biodisztribicios vizsgalatokat 12 + 1 nappal a tumorsejtek injektalasa utan végeztiik, ekkor a

tumor térfogata 95 + 8 mm? volt.

MiniPET képalkotas

A kisérleti allatokat koriilbeliil 12 nappal a tumorsejtek beiiltetése utan kisallat inhalacios altatogéppel
3% isoflurannal elaltattuk. Ezt kovetéen a BxPC-3 és PancTu-1 daganatokat hordozoé egerek, valamint
az egészséges kontroll egerek lateralis farokvénajaba [#Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et injektaltunk.
Kiilon kisérletben hasonléan jartunk el a [#Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett vegyiilet
esetén is: inhaldcios anesztézia mellet [*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett vegyiiletet
injektaltunk a lateralis farokvénaba. Az injektalast kovetSen, in vivo statikus és dinamikus (0-90 perc)
PET képalkotast végeztiink a radiotracer biologiai eloszlasanak meghatarozasa céljabol kisallat PET-

szkenner segitségével inhaldcios érzéstelenités alatt.

Annak érdekében, hogy feltarjuk a PGE2 szerepét a tumorhalmozas folyamataban, in vivo vizsgalat
soran miniPET felvételeket készitettiink PGE2 alkalmazéasa mellett. A PGE2 pozitiv BxPC-3 tumort
hordozd SCID egereketbe intravénasan injektaltunk100 ul 4% etanol tartalm@ soéoldattal higitott
[8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB radioizotop jelzett vegyiilet és 1 mg PGE2 keverékével, a radiotracer in
vivo biodisztribuciojanak meghatarozasa végett. Korabbi vizsgalatokhoz hasonléoan PET- szkenner
hasznalataval statikus és dinamikus felvételeket készitettiink (0-90perc) inhalacios anesztézia

alkalmazasa mellett.
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 atlag) jellemezhetjiik. Ha a radiofarmakon egyenletesen oszlana el a szervezetben,
akkor a SUV értéke 1 lenne. A SUV érték kiszamitasahoz az értékes térfogatot a VOI-kat (Volume Of
Interest) manualisan rajzoltuk a tumor pereme koré a BrainCad képelemzo szoftver segitségével. Ha
feltételezziik, hogy a siiriiség 1 g/ml, akkor a standardizalt felvételi érték egyenld a radioaktivitas
koncentracié VOI-n beliili értéke (MBg/ml) elosztva a beadott dozis (MBq) és az allat sulyanak (g)
hanyadosaval. A tumor/izom aranyt pedig ugy kapjuk, hogy elosztjuk a tumor SUV mean értékét a
hattérként hasznalt izom SUV atlag értékével. Tehat igy megkapjuk, hogy a tumor hanyszor annyi

radiofarmakont képes felvenni, mint az izom.
Ex vivo biodisztribucids vizsgalatok

A BxPC-3 vagy PancTu-1 tumorokat hordozé SCID-egereket és a kontroll egereket az ex-Vvivo szervi
closzlas vizsgalatdhoz intravénasan injektaltuk [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB radioizotdp jelzett
vegyiilettel, majd az injekcié beadasat kovetd 30. 60. illetve 90. percben 5% izofurannal eutanizaltuk

Oket.
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A kivalasztott szervekbdl 3 szovetmintat vettiink, megmértiik a silyukat analitikai mérlegen, valamint
a radioaktivitasukat kalibralt gammaszamlaloval. A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felvételt %ID/g

szovetben fejeztiik ki.

Majd kiilon kisérletekben az ex vivo bioldgiai eloszlasi vizsgalatokhoz szintén kontroll és tumort
hordozé (BxPC-3) SCID egereket hasznaltunk. Intravénas injekcioban [#Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
radioizotop jelzett vegyiiletet vagy [2°°?% Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB- radioizotop jelzett vegyiiletet
(0,86 = 0,17 MBq) adtunk, majd 30, 60 és 90 perccel a radioaktiv nyomjelzok beadasa utan, az allatokat
5%-0s izoflurannal tulaltattuk. Harom szOvetmintat vettiink a kivalasztott szervekbdl, azok
radioaktivitasat kalibralt gamma szamlaloval, tomegét analitikai mérlegen mértiik. A [%Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB és a [2%2% Bj]Bi-DOTAGA-RAMEB- radioizotop jelzett vegyiileteink felvételét

szazalékos injektalt dozis per gramm szovet értékben fejeztiik ki (%ID/g).
Immunbhisztokémia

A BxPC-3 és PancTul daganatokat hordozd egerek boncolasat kovetden a tumormintakat
formaldehidben fixaltuk és paraffinba agyaztuk, majd paraffinmentesitést, rehidraciot és antigén-
visszanyerést (pH 6,0) végeztink. Ezt kovetéen nyul monoklonalis anti-prosztaglandin E receptor
EP2/PTGER?2 antitesttel (1:1000 higitas) inkubaltuk. A specifikus antitest kotés megjelenitésére HRP-
vel (masodlagos antitesthez konjugalt tormaperoxidaz) jelolt anti- nyal polimer antitestet és Envision
DAB (3,3 Diaminobenzidin) kimutatasi rendszert hasznaltunk. A mintakat 15 percig inkubaltuk a
tormaperoxidaz polimerrel, ezutan PBS-el mostuk. Majd hematoxilin festést végeztiink, és egy Leica

DM2500 kutatémikroszkoppal készitettiink mikroszkopos felvételeket.
Statisztikai elemzés

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

harom filiggetlen kisérlet atlaga + SD szerint végeztiik.
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3.Az értekezés uj tudomanyos eredményei

A NODAGA-RAMESB eléallitasa

NODAGA kelatort kapcsoltunk a random metilezett B-ciklodextrinhez (NH2-RAMEB), mely altal
alkalmassa valt a %8Ga-izotoppal torténd jeldlésre A kapcsolasi reakciot kovetéen a terméket
liofilizaltuk, vizben ujra feloldottuk (1ml) és preparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk. A szintézis hozama

74%, a tisztitott prekurzor kémiai tisztasaga 99% volt.

Az alkalmazott analitikai RP-HPLC modszer esetében a termék retencios ideje 9,8 perc volt. A
kromatogrammon a termék jelén kiviil mas jel nem észlelhetd, mely bizonyitja, hogy a termék tisztasaga
kozel 100% Tisztitds utan a termék szerkezetét 'H-NMR-rel ellendriztiik, és UHR-ESI-TOF
tomegspektrométerrel igazoltuk. Az *H-NMR mérést (DMSO)-d6-ban végeztiik. A kémiai eltolodasokat

0 ppm-ben abrazoltuk. A kapott csticsokat a megfeleld protonokhoz rendeltiik.

A tomegspektrometrias vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a szintetizalt termék elméleti és mért
tomege korreldl egymassal, vagyis a NODAGA- RAMEB m/z szamitott tomege 1781,7283 [M]** A
spektrumot asszignaltuk. A ciklodextrinben 1évo protonokat szamokkal, a kelatorban 1évé protonokat

bettikkel jeloltiik.

Monoamino -RAMEB konjugalasi reakciéja DOTAGA kelatorral

DOTAGA kelatort kapcsoltunk a random metilezett B-ciklodextrinhez (NH2-RAMEB), mely altal
alkalmassa valt a %Ga és 2052 Bj izotopokkal torténd jelolésre. A szintézis hozama 77%, a tisztitott
prekurzor kémiai tisztasaga 98% volt. Tisztitas utdn a termék szerkezetét *H-NMR-rel ellendriztiik, és
UHR-ESI-TOF tomegspektrométerrel igazoltuk. Az 1H-NMR mérést (DMSO)-d6-ban végeztiik. A

kémiai eltolodasokat 6 ppm-ben abrazoltuk. A kapott csticsokat a megfeleld protonokhoz rendeltiik.

A tdmegspektrometrids vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a szintetizalt termék elméleti és mért
tomege korrelal egymassal, vagyis a DODAGA- RAMEB m/z szamitott tomege 1882,7721 [M]*" mért
tomege pedig 1882,7764[M]**.Az alkalmazott analitikai RP-HPLC modszer esetében a termék retencios
ideje 9,8 perc volt. A kromatogramon a termeék jelén kiviil mas jel nem észlelhetd, mely bizonyitja, hogy

a termék tisztasaga kozel 100%.
NODAGA-RAMESB jeldlése ®Ga izotéppal

A ®8Ge/%®Ga generatort frakciondltan elualtuk, majd a legmagasabb aktivitasu frakcioval dolgoztunk
tovabb. A NODAGA-RAMEB-et 6lomarnyékolt kézi munkahelyen manudlisan jeldltik *®Ga-mal.A
termék molaris aktivitasa 15,34 = 1,93GBq / umol, a radiokémiai tisztasaga (RPC) 98% feletti volt. A

12



radiokémiai tisztasdg meghatarozasahoz RP-HPLC rendszert hasznaltunk. Az alkalmazott analitikai
vizsgalat soran lathatd, hogy a termék csucs mellett nem talalhat6 egyéb csucs, mely azt jelzi, hogy a
termék nem tartalmaz szabad %®Ga ionokat, sem egyéb aktiv szennyezoket. A termék retencios ideje 9,13

perc volt.
A DOTAGA-RAMERB radiojellése ®®Ga izotoppal

A DOTAGA-RAMEB radiojeldlését szintén 6lomarnyékolt kézi munkahelyen végeztiik. 1 ml ®8Ga
eludtumot natrium acetattal puffereltiik, majd hozzaadtuk a DOTAGA-RAMEB prekurzort. A reakcid
10 perc alatt ment végbe, 95 °C-on. A jelolt terméket [*Ga](Ga-DOTAGA-RAMEB) szeparacios
oszlopon tisztitottuk, steril fiziologias soéoldat és etanol elegyével elualtuk, majd sterilre szlirtiik. A
reakcioséma az A abran lathatd. A radiokémiai tisztasag meghatarozasahoz radio detektorral kombinalt
RP-HPLC rendszert hasznaltunk. A termék radiokémiai tisztasaga (RPC) 98% feletti volt. A vizsgalat
soran egy monomodalis cstcsot kaptunk, melynek retencios ideje megegyezik a DOTAGA-RAMEB
retencios idejével. A jelzés sikeres volt, a termék sem szabad ®Ga izotopot, sem egyéb mellékterméket

nem tartalmaz.
DOTAGA-RAMESB radiojellése 2°52% Bi izotéppal

A DOTAGA-RAMEB radiojeldlését manualisan végeztiik az altalunk eldallitott 2°%2% Bi izotépokat
felhasznalva. A 2%2°Bj izotopokat tartalmazé oldatbol kivettiink 100 pl-t és ultratiszta sésavval (0,1 M)
300 pl-re higitottuk. A higitas utan TRIS puferrel (50 ul, 2 M) puffereltiik, hogy biztositsuk a megfeleld
pH értéket (pH 8,4), majd hozzaadtunk 20%-os aszkorbinsavat (25 pl), és a DOTAGA-RAMEB-et (10
ul 3 mM). A reakcidelegyet 95 °C-on 10 percig inkubaltuk, majd hagytuk szobahdmérsékletiire hiilni.
Ezt kovetden az oldatot szeparacios oszlopra vittiik fel, és vizzel mostuk, eltavolitva igy a szennyezdket
és a szabad 2%5?% Bi izotopokat, majd a [**?% Bi]( Bi-DOTAGA-RAMEB) terméket elualtuk. A
radiokémiai tisztasag meghatarozasahoz radio detektorral kombinalt RP-HPLC rendszert hasznaltunk.
A termék radiokémiai tisztasaga (RPC) 98% feletti volt. 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%%2% Bi izot6pot, sem egyéb mellékterméket nem tartalmaz.

A LogP-értékek: a [¥Ga]Ga-NODAGA-RAMEB, [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMERB és a [*%2% Bi]Bi-
DOTAGA-RAMEB szarmazékok oktanol/PBS megoszlasi hanyadosanak (megoszlasi egyiitthato)

meghatarozasa

A [%®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB megoszlasi hanyados (LogP) értéke —3,63 + 0,04-nek adddott, ami
nagyon erdsen hidrofil tulajdonsagra utal, tehat a radiojeldlt 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.
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A [%®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB megoszlasi hanyados értéke -3,47 + 0,04, amely szintén hidrofil

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

A [2529B{]Bi-DOTAGA-RAMEB szarmazék oktanol/PBS megoszlasi hanyadosa értéke -3,45 + 0,03,

tehat szintén nagyon er6sen hidrofil tulajdonagt, a vesén keresztiil a vizelettel tiriil.
A [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB gyantakotés vizsgalata

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

ugynevezett gyantakotés vizsgalatot végeztiink.

Ennek elsé 1épése, a gyanta PGE2-hoz vald kotése volt, melynek eredményeként 775 mg konjugalt
gyantat kaptunk. A kapcsolasi reakcid 98%-0s hozamot mutatott.

Ezt kdvetden parhuzamos kisérletekben dsszevetettiik a modositatlan és a PGE2-vel moddositott gyantak
[*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB kotd képességét, és azt talaltuk, hogy a PGE2 konjugalt gyanta 18,1 +
1,3%-kal tobb [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB- et kotdtt meg, mint a nem modositott gyanta, ami

hatarozott kdtodésre utal.
In vitro metabolikus stabilitas meghatarozasa

A [#8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB (10 uL, 5,5 + 0,2 MBq); [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (10 uL, 5+ 0.5
MBq) és a [?°%?% Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB (10 puL, 4 + 0,6 MBq) in vitro stabilitasat egér szérumban
vizsgaltuk, kiilon kisérletben. Mindharom radioaktivan jellt RAMEB esetében a vizsgalatokat 37 °C
hémérsekleten végeztilk, majd mintdkat vettiink 30, 60, 90 és 120 percnél, és radio- RP-HPLC

segitségével meghataroztuk radiokémiai tisztasagukat.

A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB stabil maradt a mért idészakban, és a radiokémiai tisztasaga 99%
felettinek bizonyult.

A [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [??%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB stabilak maradtak a mért

iddszakban és radiokémiai tisztasaguk 98% felettinek bizonyult.

Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy az in vivo vizsgalatokban a PET felvételeken a dusulasok a
radiogyogyszertdl szarmaznak. Az éltalunk hasznalt radioizotopok, a %8Ga és a 2052% Bj szabad ion
formajaban nem okoznak majd radiotoxicitasi problémakat az egyéb, altalunk nem célzott szovetekben

vagy szervekben.

In vivo metabolikus stabilitas
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Az in vivo stabilitds vizsgalata céljabol a [8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-¢et, a [*Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB és a [2°2B{]Bi-DOTAGA-RAMEB-et kiilon kisérletekben egerekbe injektaltuk, majd egy
6ras inkubacios id6 utan az egerek vizeletét gyujtottilk ossze. A kapott vizeletet radio- RP-HPLC
modszerrel vizsgaltuk. Nem talaltunk mérheté mennyiségili radioaktiv metabolitot radio- RP- HPLC

modszerrel, ami kivalo in vivo metabolikus stabilitast jelez.

MiniPET képalkotas

Szervi eloszlas vizsgalatok egészséges kontroll egereken

A [Ga]Ga-NODAGA-RAMEB biologiai eloszlasanak meghatarozasa

A radioaktivan jelzett vegyiiletek ¢él6 szervezetben torténé szerveloszlasanak, viselkedésének és
elimincidjanak megfigyelése céljabol képalkotd vizsgalatokat végeztiink. A [%Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB biologiai eloszlasanak meghatarozasahoz egészséges kontroll CB17 SCID egerekkel
dinamikus PET képalkotast és ex vivo vizsgalatokat végeztiink. A kisérleti allatokat koriilbeliil 12 nappal
a tumorsejtek beiiltetése utan kisallat inhalacios altatogéppel 3% isoflurannal elaltattuk, majd a lateralis
farokvénaba 7,3 + 0,3 MBq aktivitasu [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et injektaltunk. A PET képek
bomlés korrigalt elemzésével a vesék és a holyag (vizeletrendszer) egyértelmiien lathat6 volt és nagyon
alacsony felvételt figyeltiink meg mas szervekben €s szovetekben. 90 perccel az injekci6é beadédsa utan
a radioaktivitas csak a vesében €s a holyagban volt azonosithato és hattérfelhalmozodast nem mutatott.
A PET felvételek kvantitativ elemzésével a SUV atlag adatok és a TAC mutattak a [%Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB gyors kimosodasat a vizsgalt szervekbdl. A vizsgalt szovetek radiotracer felvétele
szignifikansan csokkent 5 perc utan, és 90 perccel az injekcid beadasa utdn nagyon alacsony [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB akkumulaciot figyeltiink meg a mellkasi szervekben: a tiidoben (SUV atlag: 0,31
+ 0,07),a szivben (SUV atlag: 0,12 + 0,04). A hasi régioban: a belekben (SUV atlag: 0,13 &+ 0,03), a
majban (SUV atlag: 0,16 £ 0,06), a gyomorban (SUV atlag :0,12 + 0,04). Az agyban (SUV atlag: 0,12
+ 0,04). Csak a vizelet radioaktivitasa nétt szignifikansan (SUV-atlag: 7,91 £2,92 és 55,24 £ 9,65); 5,

illetve 90 perccel az injekcid beadasa utan.
[(8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB szervi eloszlisanak vizsgalata

Inhalacios anesztézia mellet 6,4 = 0,3 MBq aktivitasu [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB-¢t injektaltunk az
egerek lateralis farokvénajaba. Az injektalast kdvetden, in vivo statikus és dinamikus (0-90 perc) PET
képalkotast végeztink a radiotracer biologiai eloszlasanak meghatarozasa céljabol kisallat PET-
szkenner segitségével inhalacios érzéstelenités alatt. A PET képek bomlas korrigalt elemzésével a vesék
¢és a holyag (vizeletrendszer) egyértelmiien lathato volt, és nagyon alacsony felvételt figyeltiink meg
mas szervekben és szovetekben. 90 perccel az injekcid beadasa utan a radioaktivitas csak a vesében és
a holyagban volt azonosithato és hattérfelhalmozodast nem mutatott. A PET felvételek kvantitativ

elemzésével a SUV 4atlag adatok a [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB gyors kimosodasat mutattak a vizsgalt
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szervekbdl. Kilencven perccel az injekcio beaddsa utan mérhetd radioaktivitas csak a vesében és a
hélyagban lathatd. Hattéraktivitas nem taldlhatd. A vizsgalt szovetek nyomjelzd felvétele jelentdsen
csokkent, és 90 perccel az injekciobeadasa utdn 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 radioaktivitdsa azonban jelentésen
megnétt 5 és 90 perccel az injekcid beadasa utan (SUV-atlag: 3,93 + 1,85 és 11,46 + 2,75)

In vivo biolégiai eloszlasi vizsgalatok daganatos SCID egereken

[*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB PGE2 szelektivitisa BxPC-3 tumort hordozé SCID egerekben
PGE2 alkalmazasa mellett

Annak érdekében, hogy feltarjuk a PGE2 szerepét a tumorhalmozas folyamataban, in vivo vizsgalat
soran miniPET felvételeket készitettink PGE2 alkalmazasa mellett. A korabbi vizsgalatokhoz
hasonloan PET- szkenner hasznalataval statikus és dinamikus felvételeket készitettiink (0-90perc)
inhalacios anesztézia alkalmazasa mellett. A reprezentativ bomlaskorrigalt kisallat PET-képeket A PET-
felvételek kvalitativ elemzésével megallapitottuk, hogy a szubkutan névekvé BxPC-3 daganatok
egyértelmlien azonosithatok voltak az injekcid beadasa utan 30 perccel, azonban magas hattér
radioaktivitast észleltiink. Ezenkiviil az inkubacids id6 ndvekedésével a hattéraktivitas a 30. perctdl a
90. percre csokkent, és a daganat hangstlyosabba valt. Ezt a megfigyelést megerdsitette a kvantitativ
SUV adatelemzés ahol megallapitottuk, hogy a T/M SUV-atlag adatok az injekcié beadasa utan a 10.
perctol kezdédden (T/M SUV atlag: 7,80 + 1,64)a 90. percre (T/M SUV atlag: 18,57 £ 2,64)ndttek. A
BXPC-3 tumorok SUV értékei nagyon lassan csokkentek az injekcio beadasat kdvetden 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
kivalo képkontrasztot biztositott. Kiillonb6zo farmakokinetikai tulajdonsagokat figyeltiink meg, amikor
dinamikus PET képalkotast végeztiink [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB és PGE2 egyiittes injektalasa utan
BXPC-3 daganatot hordozo egerekben. A PGE2 jelenlétében a BxPC-3 daganat az injekcio beadasa utani
elsé 5-10 percben nem azonosithatd. Ezt kovetden a radiotracer felhalmozodasa a BxPC-3 daganatban
novekszik, szignifikansan magas SUV-értékekkel (SUV atlag: 0,95 + 0,20) 30 percnél, és az injekcio
beadasa utan 90 perccel (SUV atlag: 1,12 + 0,21). Ezek a SUV atlagértékek koriilbeliill 8-9-szer
magasabbak (szignifikancia: p < 0,01), mint a [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB akkumulacio egyidejiileg
torténd PGE2 injektalasaval. Tovabba a [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB jelentds felhalmozddast mutatott
a hattérszovetekben (izom, mellkas és hasi szervek) Ezt jelzi egy jelentdsen (p < 0,01) koriilbeliil 10-
szer alacsonyabb 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 megfigyelhetd.
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A [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB PGE2 szelektivitisa PancTu-1 daganatot hordozé SCID

egerekben

A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB PGE2 szelektivitdsat az alacsony prosztaglandin E2 receptort
expresszaldo PancTu-1 tumorokat hasznéalva igazoltuk. Reprezentativ bomléskorrigdlt PET képeket
készitettiink, 80-90. perccel az injekcid beadasa utanA miniPET-felvételek kvalitativ elemzésével azt
talaltuk, hogy a BxPC-3 daganatok egyértelmiien lathatéak voltak, azonban a PancTu-1 daganat-
alacsonyabb prosztaglandin E2 receptor (EP2) expresszioja miatt nem tért el élesen a hattérben 1évo
szdvetektdl. 80-90 perccel a [#Ga]Ga-NODAGA-RAMEB injektalasa utan a BxPC-3 daganatok SUV
értékei: (SUV atlag: 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 értékelés szerint a PET-képek koziil 80-90 percnél szignifikansan (p <0,01)
kisebb akkumulacié mutatkozott a PancTu-1 daganatokban, mint a BXPC-3 dagantokban (SUV
atlag: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) Ezek az értékek kortilbeliil 3-14- szer alacsonyabbak voltak, mint a BXPC-3 tumoroknal, ami
megerdsiti a[**Ga]Ga-NODAGA-RAMEB magas PGE2-szelektivitasat.

A [%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB biologiai eloszlasanak in vivo értékelése BxPC-3 daganatot

hordoz6 egerekben

A [%8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotdp jelzett vegyiilet esetén inhalacids anesztézia mellet 6,4 +
0,3 MBq aktivitasu [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett vegyiiletet injektaltunk a laterélis
farokvénaba. Az injektalast kdvet6en, in vivo statikus és dinamikus (0-90 perc) PET képalkotast
végeztiink a radiotracer bioldgiai 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. Azutan a bomlaskorrigalt PET képek kvantitativ elemzése soran azt
talaltuk, hogy az injekcié beadasat kovetd 3. perctél (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. Ezen adatok alapjan levonhatjuk azt a kdvetkeztetést, hogy a daganat/hattér (izom) arany a
legmagasabb a [#Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB beadasa utdn 90 perccel, amikor a T/M arany 2,5 + 0,2

volt.
EX vivo biodisztribucios vizsgalatok

A [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB ex vivo biologiai eloszlasi vizsgalatok egészséges kontroll

egereken

Az ex vivo biologiai eloszlasi vizsgalatokat, a [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB injekcid intravénas
beadasat kovetden 30, 60 és 90 perces inkubacios idok leteltével. A szervek és szdvetek [%8Ga]Ga-

NODAGA-RAMEB felvételét kalibralt gamma-szamlaloval mértiik. A kvantitativ elemzés utan az ex
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vivo eredmények és az in vivo SUV adatok jol korrelaltak egymassal. A % ID/g adatokbdl kideriilt, hogy
a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB gyorsan kiiiriilt a vesékb8l és koncentracidja megnovekedett a
holyagban, ahogyan azt a LogP vizsgalat alapjan vartuk, mert a *®Ga-mal jelolt ciklodextrin er6sen
hidrofil tulajdonsagot mutatott. Nincsenek jelentds kiilonbségek a vizsgalt idépontok % ID/g értékei
kozott a 30, 60 és 90 perces idopontokban, a vizelet, a vesék, a belek, a zsirszovet a tiidok és az agy
akkumulaciojat tekintve. A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felhalmozodasa mas szervekben és
szovetekben szignifikans kiilonbségeket (p < 0,01) mutatott a 30 és 90 perces % ID/g értékek kozott.
Nagyon alacsony [¥Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felhalmozodast az izomban, az agyban, a zsirban és a
hasnyalmirigyben mértiink. Ezenkiviil az ex vivo % ID/g adatok azt mutattak, hogy a radiotracer
akkumulacidja 30 percrdl 90 percre az 6sszes vizsgalatnal id6fliggd modon csokkent a szervekben és

szovetekben.

A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB ex vivo biologiai eloszlasi vizsgalatok daganatot hordozé SCID
egereken

A [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB PGE2 szelektivitasanak értékeléséhez ex vivo bioldgiai eloszlasi
vizsgalatokat végeztiink 30, 60 és 90 perccel a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB radioizotop jelzett
vegylilet (7,31 + 0,32 MBq) injektalasat kovetden,BxPC-3 és PancTu-1 daganatot hordozo6 egereken. A
[*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felhalmozdodasok a PGE2 pozitiv BxPC-3 daganatokban tumor-izom
aranyban (T/M) szignifikansan (p < 0,01) magasabbak voltak minden vizsgalt idopontban , mint mas
szervekben ¢és szovetekben, ami megerdsiti radioaktivan jelolt ciklodextrin er6s PGE2 kotési
tulajdonsagat. Kivételt képez ez aldl a vese és a hugyholyag. Azt is megallapitottuk, hogy a [%Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB felhalmozodasa szignifikansan (p < 0,01) csokkent az injekcié beadasa utan 90

perccel a legtobb vizsgalt mellkasi és hasi szervben és BxPC-3 daganatokban.

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 akkumulaciot figyeltiink
meg a PancTu-1 daganatokban 90 perccel az injekcid beadasa utan. A % ID/g adatok koriilbeliil 5-szor
alacsonyabb [#Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felvételt mutattak a PancTu-1 daganatokban, mint a BxPC-
3 daganatokban 90 perccel az injekcid beadasa utan. Rdadasul miutan a [*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
¢s PGE2 egyiittes befecskendezésekor, koriilbeliil 20-szor nagyobb tumorfelvétel (% ID/g) és 6-szor
alacsonyabb T/M arany volt megfigyelheté a BxPC-3 daganatokban az injekcio beadasa utan 90 perccel
, mint PGE2 adésa nélkiil, ez a kiilonbség szignifikansnak bizonyult.(p < 0,01)

A [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [?*2%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB ex vivo biolégiai eloszlas

elemzése BxPC-3 daganatot hordozé egerekben

Az ex vivo biologiai eloszlasi vizsgalatokhoz kontroll és tumort hordozé (BxPC-3) SCID egereket
egyarant hasznaltunk. Intravénéas injekcioban [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radioizotop jelzett
vegyiiletet (6,2 = 0,2 MBq) vagy kiilon kisérletben [2%2% Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB radioizotép jelzett
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vegyiiletet (0,86 £ 0,17 MBq) adtunk, majd 30, 60 és 90 perccel a radioaktiv nyomjelzk beadasa utan
meghataroztuk a szervek és a szdvetek radioaktivitdsat 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. 90 perccel a [#Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
befecskendezése utan alacsony halmozodas volt kimutathatd a vizsgalt szervekben és szovetekben.
Ezzel szemben a [*®2%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB magas felvétele volt megfigyelheté a 1épben, a
vastagbélben, a gyomorban és a zsirszovetben, ugyanabban a vizsgéalati idépontban. A felhalmozas
elemzésével a [%8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [2%2%B{]Bi-DOTAGA-RAMEB a prosztaglandin E2
pozitiv BxPC-3 daganatokban nem mutatott szignifikans (P < 0,05) kiilonbséget barmely vizsgalt

idépontban.
Immunhisztokémia

Az ex vivo vizsgalatok utan a prosztaglandin E receptor (EP2) jelenléte immunhisztokémiai
vizsgalatokkal igazolhatd volt a szubkutan névekvé BxPC-3 és PancTu-1 daganatokban. Erés EP2
receptor pozitivitas és intenziv citoplazma/membran expresszio mutatkozott a xenograft hasnyalmirigy
karcindbma sejtekben. Ezzel szemben alacsonyabb jelintenzitast figyelhettiink meg a PancTu-1
daganatoknal. Ezek az eredmények jol korrelaltak az ex vivo és in vivo vizsgalatok eredményeivel,
tovabb erdsitve a [%8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB erds kotddési affinitdsat a PGE2 molekulahoz. Kiilon
kisérletekben vizsgaltuk a szubkutan névekvé BxPC-3 PGE2 receptoranak jelenlétét. Erds receptor
pozitivitas jellemezte a daganatokat mind a citoplazmaban és a sejtmembranban. Ezek az eredmények
Osszhangban az ex vivo és in vivo vizsgalatokkal erdsitik a PGE2 receptor magas kotési affinitasat a

[8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [2%°2%Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB esetében is.

5. Megbeszélés

Kutatomunkank elsé szakaszaban az NH,-RAMEB-t modositottuk NODAGA kelatképzovel, és
Gallium-68 radioizotoppal jeloltiik egy PGE2 pozitiv daganatok in vivo PET képalkotasa szempontjabol
igéretes radiotracer [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB eléallitasahoz.

A [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB molekula szintéziséhez a NODAGA kelatképzot vélasztottuk, mivel
képes stabil kotést kialakitani a kapcsolasi reakcio sordn. A szintézis soran a NODAGA-t a RAMEB
elsddleges aminjahoz hagyomanyos robusztus és reprodukalhatdé protokoll szerint kapcsoltuk. A
radioaktiv jelolési eljarast az el6z0 kisérleteink sordn alkalmazott jol bevalt protokoll szerint hajtottuk
végre, amely magas radiokémiai tisztasagu komplexet eredményezett. A radiokémiai tisztasaga (98,0%
felett) és molaris aktivitasa 15,34 + 1,93 GBg/pmol volt. Hasonlé eredményeket kaptunk, amikor
kutatocsoportunk a ®8Ga-NODAGA-HPBCD -t szintetizalta és jellemezte. a ®Ga-NODAGA-HPBCD

radiokémiai tisztasaga is magasabb volt, mint 98%, és a fajlagos aktivitas koriilbeliil 17 GBg/pmol volt,
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ami megerdsiti, hogy modszeriink optimélis a ciklodextrin és szarmazékai radioaktiv jelolésére Ga-

NODAGA-val.

A [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB alkalmazhatdsagat in vitro és in vivo modszerekkel értékeltiik és
stabilitasi vizsgalatokat végeztiink. Az in vitro metabolikus stabilitast 30, 60, 90 és 120 perc inkubacios
ido elteltével figyeltiik. A stabilitasi teszt kimutatta, hogy a 120 perces értékelési idoszak alatt nem volt
8Ga veszteség az egérszérumban. Ezek az eredmények azt mutattik, 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 mutatjak, hogy az jonnan szintetizalt radiotracer
stabil maradt a szervezetben a keringés és a kivalasztas soran, és ez elegendd volt tovabbi in vivo
kisérletek elvégzéséhez. A megoszlasi egyiitthatd meghatirozasaval azt talaltuk, hogy a [%Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB logP értéke —3,63 = 0,04 volt, ami erésen hidrofil tulajdonsagokra utal. Ezt
megerdsitették a dinamikus in vivo PET képalkotd és ex vivo bioldgiai eloszlasi vizsgalatok, mert a
varakozasoknak megfeleléen a [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB elsésorban a vesén keresztiil iiriilt ki.
Ugyanezen tulajdonsagokat igazoltak kordbban a [#Ga]Ga-NODAGA-HPBCD esetén, amely szintén
erésen hidrofil volt (logP:-3,07 + 0,11). A [®®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD felhalmozddéasa a SCID egerek
mas szerveiben elhanyagolhat6 volt, és az iddaktivitas gorbék azt mutattak, hogy gyorsan elimindlodott
a testbol. Ezek az eredmények 0sszhangban vannak mas kutatok eredményeivel, ahol a vesén keresztiili
gyors eliminaciot figyeltek meg embereken és patkanyokon végzett vizsgalatok soran jeloletlen és
radioaktivan jelolt HPBCD-vel. Az ex vivo (ID%/g) és az in vivo (SUV-k) osszehasonlitasa soran
alacsonyabb [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB felhalmozodast figyeltink meg a hasi és mellkasi
szervekben és szdvetetekben, mint a[®8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD esetén. A szervek felvételi aranya
azonban egymashoz viszonyitva megegyezett Tovabba a [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB esetében
mérsékelt tiid6akkumulaciot is megfigyeltiink az ex vivo mérések soran. A lehetséges okokat mar leirtak
a [%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD vizsgalatai soran: ez alapjan az erésen hidrofil RAMEB képes a tiidd
vizrekeszeiben felhalmozodni, és onnan egy id6 utan visszatérni az egerek keringési rendszerébe.
Azonban mikor biologiai 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 szervezetbOl. A radioaktivitas a szervezetben maradt 90 perccel az injekcio beadasat kovetden. Ennek
a megfigyelésnek az egyik magyarazata lehet, hogy a [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB -PGE2 komplex
egy kdzepesen megnagyobbodott molekula, kevésbé hidrofil, és ezek a tulajdonsagok megakadalyozzak
a gyors vesén keresztiili eliminaciot igy ndvelve a keringési id6t a vérben. Egy mésik ok lehet a PGE2

¢s a vérplazmafehérjék kdlcsonhatasa, amelyek szintén novelhetik a keringési id6t.

A szakirodalomban megjelent, hogy a prosztaglandinok képesek komplexet alkotni a béta-

ciklodextrinekkel (Inoue és mtsai., 2016). Azt szerettiik volna megnézni, hogy ez a komplexképz6dés
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in vivo is megtorténik-e, és hogyan hat a radioaktivan jelolt [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
felhalmozodasara az olyan tumoros szovetekben, amelyek megnovekedett PGE2 receptor stiriséget
mutattak. Emiatt egy kémiai kisérletet hajtottunk végre, mely soran osszehasonlitottuk a radiotracer-
kotd képességet egy szilard fazist gyanta és egy PGE2-vel konjuglt gyanta k6zott A mért eredmények
alatamasztjak a kozzétett hipotézist, miszerint a PGE2 konjugalt gyanta Iényegesen nagyobb aktivitast
mutat, mint a modositatlan gyanta. Ez az eredmény azt bizonyithatja, hogy a PGE2 jelent6s szerepet
jatszik a [*®*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB tumorfelvételét illetéen.

Munkénk kovetkezd szakaszaban in vivo PET képalkotassal kivantuk igazolni a ®Ga-mal jelolt
NODAGA-RAMEB molekula PGE2-szelektivitasat. Tumor indukcidhoz CB17 SCID egerekben BxPC-
3 és PancTu-1 hasnyalmirigy karcindbma sejtvonalakat hasznaltunk. Kutatasunk soran az EP2 receptorok
figyelemre méltd jelenlétét talaltuk BxPC-3 daganatokban, mig alacsonyabb receptor expressziot a
PancTu-1 daganatokban. Eredményeinket immunhisztokémiaval is megerGsitettiink, miszerint

szubkutan névekvd BxPC-3 daganatok meg0rizték ezt a tulajdonsagot in vivo kisérletek soran is.

Ezek a kiilonbségek a BXxPC-3 és a PancTu-1 daganatok kozott vilagosan lathatova valtak az in vivo
PET képalkotas és az ex Vivo gamma szamlalo mérések segitségével, a [*®*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
intravénas injekcioja utan. Az kisérleteink alapjan a BxPC3 daganatok legmagasabb tumor-izom aranyt
(T/M) 80-90 perccel a [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB injekcidé bead4sa utan mutattak. A PancTu-1
daganatok ¢és az egyiitt injektalt PGE2 ebben a kisérletsorozatban &sszehasonlitdo 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 injekcioé beadasa utan 80-90 perccel kaptuk meg, és ez a
magas T/M érték nagyban befolyasolta a kontrasztot és a PET-képek értékelhet6ségét a daganatok
azonositasa szempontjabol. A T/M arany és a PancTu-1 daganatok M SUV értékei koriilbeliil 10-szer
alacsonyabbak voltak, mint a BXPC-3 daganatoké, ami megerdsiti a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB

magas PGE2-szelektivitasat.

Kisérleteinkben a [%Ga]Ga-NODAGA-RAMEB és PGE2 egyiittes injektdldsa utan eltérd
farmakokinetikai tulajdonsagokat figyeltiink meg. Megallapitottuk, hogy a BxPC-3 daganatok SUV-
atlagértékei szignifikdnsan (p < 0,01) magasabbak (kb. 8-9-szeres), mint a [®*Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB akkumulaci6 az egyiitt injektalt PGE2 nélkiil. Emellett jelentés radiotracer felhalmozodast
figyeltiink meg a hattérszovetekben. Ezekbdl az adatokbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
[*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-PGE2 komplex 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.
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Osszességében eredményeink azt sugalljak, hogy szoros kapcsolat van a PGE2-EP2 és a [%Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB ké6zétt, de a pontos célzasi mechanizmus megértéséhez tovabbi vizsgalatokra lesz
sziikség annak tisztdzdsa érdekében, hogy a radiotracer eldszor a PGE2-héz kotodik, majd egyiitt
kotodik-e az EP2 receptorhoz vagy a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB kétédik a mar amigy is EP2
receptor-kotott PGE2-h6z? Vagy az is lehetséges, hogy a két folyamat egyidejlileg jatszodik le.

Dinamikajuk azonban nem teljesen meghatarozott.

Tovabba ezeket a folyamatokat nagyban befolyasolhatja a daganat mikrokornyezete, tulajdonsagai (pl.:
prosztaglandin termelés, hipoxia stb.), valamint az EP2 receptor siirliség. Osszességében a
vizsgalatainkban alkalmazott modszerekkel, azelért eredmények megerdsitették a szoros kapcsolatot a
PGE2 molekula és a [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB kozott, mely eredmények megteremtették a PGE2-
célzott in vivo PET diagnosztika alapjait. Ezen korabbi eredményeink alapjan egy olyan RAMEB
szarmazEk szintetizalasat tlztiik ki célul, amely nagy affinitassal kotodik a PGE2-pozitiv daganatokhoz,

¢s diagnosztikai, valamint terapias izotopokkal is jelolhetok radioaktivan.

Ebbdl a célbol DOTAGA kelatort vélasztottunk a ®Ga-mal és 2052Bj-tal jeldlhetd farmakonok
eléallitaisahoz (Bernhard és mtsai., 2012). A DOTA ¢s szarmazékai nagy jelentdséggel bird
komplexképzd szerek csoportjaba tartoznak az orvosbioldgiai alkalmazdsokban, mivel kivalo
komplexképz6 tulajdonsagot mutatnak szamos fémionnal szemben és fémkomplexeik kinetikai
stabilitisa magas (Lattuada és mtsai., 2011; Wadas és mtsai., 2010). Kutatdomunkank soran a DOTAGA
bifunkcionalis kelatképzot 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 az izotiocianat, nem igényelnek véddcsoport-eltavolitasi reakciokat és iddigényes
kromatografias munkat. Az ily moédon Gjonnan szintetizalt DOTGA-RAMEB alkalmas radioaktiv
jelolésre mind ®Ga-mal (A. Anderson & McAnulty, 2013; Filippi és mtsai., 2020) mind 2%2Bij-tal.
(Suthiram és mtsai., 2021).

A radioaktiv jeldlési eljarasokat kutatocsoportunk altal korabban kifejlesztett jol bevalt protokollok
szerint végeztiik (Hajdu és mtsai., 2019; Trencsényi és mtsai., 2020), ami magas radiokémiai tisztasagu
termékeket eredményezett, a tisztasig RCP 98,0% feletti volt. A %Ga jelolések esetén a generatort
ultratiszta sosavval elualtuk (¢ = 0,1 M, pH = 1). Az er6sen savas kozeg (pH < 2) nem megfeleld a
radioaktiv jeloléshez, ezért az eluatumokat 1 M natrium-acetattal puffereltiik, hogy a pH-t 4,3—4,5.-re
allitsuk be (Hacht, 2008; Tsionou és mtsai., 2017). Minden reakcio elétt a ®Ga-eluatumot puffereltiik,
¢és kozvetleniil a DOTAGA-RAMEB-hez adtuk amely hatékony, robusztus radioaktiv jel6lési reakciot

eredményezett. A 2°52°Bj jeldlés esetén a radioaktiv jeldlési reakciot 8,2-8,5 pH-n kell végrehajtani.
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Ebben az esetben a 22Bj-oldatot kdzvetleniil hozzdadtuk az elére pufferelt DOTGA-RAMEB

prekurzorhoz.

A radioaktivan jelolt DOTAGA-RAMEB szarmazékok alkalmazhatosagat in vitro és in vivo stabilitasi
tesztekkel értékeltiik. Az in vitro metabolikus stabilitas vizsgalatokat 30, 60 és 90 perces inkubacios id6
utan monitoroztuk a korabbi vizsgalatainkhoz hasonldéan (Hajdu és mtsai., 2019; Trencsényi és mtsai.,
2020). A stabilitasi vizsgalatok azt mutattak, hogy nem volt szabad %Ga és 2°52%Bi izotop bomléastermék
a 90 perces vizsgalati id6 alatt. Az eredmények azt mutattak, hogy a ®3Ga vagy 2%2%Bi jelolt ciklodextrin
szarmazékok egérszérum jelenlétében stabilak maradtak, hasonléan korabbi vegyiileteinkhez, ami
fontos az intravénds beadas szempontjabol. Az in vivo metabolikus stabilitast 60 perccel a [Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB és a [%2% Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB intravénas beadasat kovetden értékeltiik.
Mivel a vizeletben nem talaltunk radioaktiv metabolitot, megallapitottuk, hogy az in vivo stabilitasi
eredmények Gsszhangban vannak az in vitro adatokkal. Ezek a kisérleti eredmények azt bizonyitottak,
hogy az jonnan szintetizalt [#Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [2%52% Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB az ¢16
szervezetben stabilak a keringés és a kivalasztas soran, ami elengedhetetlen a tovabbi in vivo

kisérletekhez.

A megoszlasi hanyados meghatarozasa soran megallapitottuk hogy a [®Ga]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 el8szor a [#8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB bioldgiai eloszlasat hataroztuk
meg egészséges kontroll CB17 SCID egerekben in vivo PET képalkotas alkalmazasaval A [%Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB vizelettel torténd kivalasztdsa volt lathatd a bomléaskorrigalt PET képeken. Az
atlagos logP-érték -3,5 ami erdsen hidrofil tulajdonsagot jelez, aldtimasztja ezt a megfigyelést. Ez az
eredmény sszhangban van a kutatocsoportunk altal korabban vizsgalt [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
bioldgiai eloszlési adataival ahol a vesén keresztiili kivalasztas tortént, 0sszhangban a logP értékekkel.
(Trencsényi és mtsai., 2020). A tobbi szervben €s a szovetekben alacsony felhalmozodast figyeltiink
meg az in vivo PET képalkotéas soran mind a kordbban vizsgalt [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB esetében,
mind a jelenlegi [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB-nél amelyet a kelator cseréjével allitottunk eld. Az id6-
aktivitas gorbék a nyomjelz6 gyors kitiriilését mutatjak. Eliminacios eredményeink 6sszhangban vannak
a korabbi, mas tipusu ciklodextrinekkel (HPBCD) végzett kutatasi eredményekkel, amelyek hasonlo
vizsgalatok soran vesén keresztiil torténd kivalasztodasrol szamoltak be, embereken és ragesalokon

végzett jeloletlen és radioaktivan jelolt HPBCD esetén.

A preklinikai kutatids masodik szakaszaban a [*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB tumor célzd képességét
vizsgaltuk PGE2-pozitiv tumort hordozé egerekben in vivo PET képalkotassal. A PGE2 tulzott
expresszioja és az EP2 receptor upregulacidja jellemezte azokat a BxPC-3 rakos sejteket, amelyeket

kisérleteinkben hasznaltunk (Takahashi és mtsai., 2014). A PGE2 receptorok jelenlétét szubkutan

23



novekvé BxPC-3 daganatokban immunhisztokémiai modszerekkel ellendriztiik. Az erds receptor
stirliség miatt tilexpresszald daganatok pontosan lokalizalhatok in vivo PET képalkotas segitségével a
[*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB intravénas injekcidja utdn. A legmagasabb T/M aranyt (2,5 + 0,2) 90
perccel az injekcid beadédsat kovetden lehetett tapasztalni, ami az értékelés szempontjabdl a legnagyobb
jelentdséggel bir a PET képek koziil. Osszehasonlitva ezt korabbi vizsgalatainkkal a BxPC-3 daganatok
esetében a legmagasabb tumor-hattér arany szintén az injekcié beadasat kovetd 80-90 percben volt
megfigyelheté (Trencsényi és mtsai., 2020). Osszegezve az in Vvivo képalkotds eredményeit arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kelatképzo cseréje nem befolydsolta a bioldgiai eloszlast, sem a PGE2
pozitiv tumorsejtek célzasat a %Ga-val jelolt RAMEB esetén. Mivel a 252B;i fizikai jellemz6i miatt
nem lehetett PET szkennerrel elvégezni a [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és [2*52Bi]Bi-DOTAGA-
RAMERB 6sszehasonlito szerveloszlas vizsgalatat, ezért azt gammaszamlalo segitségével vizsgaltuk. Az
ex vivo kisérletek %ID/g eredményei alapjan statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem észleltiink
szervek és szovetek felvétele kozott 30 és 60 perccel az injekcio beadasa utan a két radiotracer esetében.
Azonban a 90. percben eltérd radiofarmakon felvételt figyeltiink meg. A [#¥Ga]Ga-DOTAGARAMEB
felhalmozodas mindvégig alacsony volt az egyes szervekben. Ezek az adatok 6sszhangban vannak az in
vivo PET vizsgalat eredményeivel és a korabbi [#Ga]Ga-NODAGA-RAMEB, valamint a [68Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD kutatasok eredményeivel(Hajdu és mtsai., 2019; Trencsényi és mtsai., 2020). Ezzel
szemben a [?®2%Bj{]Bi-DOTAGA-RAMEB mérsékelt felhalmozodasat figyeltik meg a lépben, a
vastagbélben és a zsirszovetben, mely nem jellemz0 a hidrofil molekulakra. Ezen eredmények megértése

tovabbi kutatasokat igényel.
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6. Osszefoglalas

A ciklodextrinek felhasznalasa a gyogyszeriparban nagyon sokréti. Kivaldo gyogyszerhordozo
tulajdonsagaik mellett egyes ciklodextrinek onmagukban is gyogyszernek mindsiilnek. Doktori
tanulmanyaim soran kelatorral moddositott random metilezett béta ciklodextrin szarmazékok
radiojeldlését, karaktreizalasat és in vivo illetve ex vivo vizsgalatat tztiik ki célul. Ezen szarmazékok

potencialisan 10 radiofarmakonokként szolgalhatnak a hasnyalmirigy tumor diagnosztikajaban és

cre g

Elsé kisérlet-sorozantunkban olyan radiojelzett ciklodextrin szarmazékot [%8Ga]Ga-NODAGA.-
RAMERB Allitottunk el6, mely alkalmasnak bizonyult a BXPC-3 hasnyalmirigy adenokarcinéma tumor
kimutatasara. A RAMEB-et NODAGA kelatorhoz kapcsolva sikeresen jeldltiik ®Ga izotoppal, ezutan
analitikai vizsgalatoknak vetettiik ald.Reprodukalhato, magas radiokémiai tisztasagu radiofarmakont
kaptunk, melyet széles korben teszteltiink preklinikai in vitro, in vivo és ex vivo vizsgalatok soran. Ezen
vizsgéalatok alapjan megallapitottuk, hogy a [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB metabolikus stabilitasa
kivalo, képes specifikusan halmozddni a tumorban, a vizeletkivalasztd rendszeren Kkeresztiil

eliminalddik a szervezetbdl, és nem halmozodik mas szervekben.

Masodik kisérletsorozatunkban a diagnosztikus izotopot terapids izotopra cseréltiik, ezaltal olyan
ciklodextrin szarmazékot allitottunk el6, mely alkalmas lehet BXPC-3 hasnyalmirigy adenokarcinoma
tumor terapigjara. A RAMEB-hez DOTAGA kelatort kapcsoltunk, melyet elsd kisérletiinkben %®Ga
izotoppal, majd kiilon kisérletben 2°52%Bi izotoppal radioaktivan jeldltiink. Két magas radiokémiai
tisztasagu, reprodukalhatd, radiofarmakont kaptunk, a [%8Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB- et és a [205/206
Bi]Bi-DOTAGA-RAMEB- et. Mindkét radiogyogyszert széleskorii bioldgiai vizsgalatoknak vetettiik
ala, mely soran megallapitottuk, hogy specifikusan halmozdodnak a hasnyalmirigy tumor sejtekben,

jellemzden renalisan iiriilnek, és nem mutatnak specifikus halmozodast mas szervekben.

Ezen eredmények alapjan a ciklodextrinek rendkiviil széleskori gyogyszeripari felhasznalasa uj

teriilettel boviilhet.
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