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2. Bevezetés

A nukledris medicinaban alkalmazott molekularis képalkot6 eljarasok nagymértékben
segitik a kiillonb6z6 patologias folyamatok korai Klinikai diagnosztikajat. Ezek a
képalkoto technikdk a Hevesy Gyorgy (kémiai Nobel dij, 1943) altal felfedezett radioaktiv
nyomjelzésen alapulnak. A moddszer lényege, hogy egy elem izotdpjai kémiailag
azonosnak tekinthet6ek. Ennek megfeleléen, ha egy biologiailag aktiv molekulaba a
kivalasztott elem radioaktiv izotopjat épitjiik be (pl. 1*C, °0, F, ®N), akkor kémiai
szempontbol ugyanugy fog viselkedni, mint az eredeti molekula. Tehat a radiojelzett
vegyiilet sorsat az €10 szervezetben az altala kibocsatott sugarzas detektaldsaval nyomon
tudjuk kdvetni. Erre alkalmas technika a pozitron emisszios tomografia (PET), illetve az
egy foton kibocsatasos komputer tomografia (SPECT).

A PET miikodési alapelvét a pozitron-elektron annihilacié adja, mely soran két,
egymassal 180°-0s szdget bezard, egyenként 511 keV energidji gamma foton keletkezik.
Az egy id6ben becsapodd megsemmisiilési gamma fotonokat a gytiriis detektorban
elhelyezkedd szcintillacios kristalyok érzékelik. A PET kamera esetében nincs sziikség
kollimatorra, ezért nagy érzékenység és jo felbontas jellemzi.

A PET egy funkciondlis képalkotd eljaras, mely a koros folyamatokat mar a
morfologiai elvaltozasok el6tt, a kiilonbozé anyagcesere folyamatok szintjén képes
detektalni. Ezen tulajdonsaga miatt a PET kiemelt jelentdséggel bir az onkologiai
diagnosztikéaban, ahol a minél korabbi diagnozis jelentGsen javithatja a beteg tulélési

esélyeit.



Suv
1

Radiofarmakon
eloszlasa a
szervezetben

1. abra: A PET vizsgalat lépései

A klinikai gyakorlatban a 2-dezoxi-2-[*®F]-fluoro-B-D-gliikézt, azaz a [®F]JFDG-t
alkalmazzak legelterjedtebben PET radiogyogyszerként. Ez a gliikoz analdg a fokozott
gliik6z anyagcserét mutatja ki nagy érzékenységgel, ami nagymértékben jellemz6 a
daganatos sejtekre. Azonban néhany szerv, példaul a sziv és az agy is fokozott glikkoz
metabolizmussal jellemezhetd, ezért a [3F]JFDG nem tekinthet6 specifikusnak ezeknek a
szerveknek a vizsgalata sordn. Tovabba megndvekedett [18F]FDG-felvétel jellemzd a
fertdzésekre €s gyulladdsokra is, amelyeket ezért tévesen rosszindulati daganatként
diagnosztizalhatnak. Ezek a tények indokoljak a minél tumor-specifikusabb
radiofarmakonok fejlesztésének sziikségességét.

A receptor-ligand kolcsonhatason alapuld radiofarmakonok nagy affinitassal és
szelektivitassal képesek kotddni a daganatos sejtek felszinén, illetve a tumoros sejteken
beliil fokozottan kifejez6d6 receptorokhoz, amelyeket biomarkereknek is neveznek. Ebbe
a csoportba tartoznak a peptid alapt radiofarmakonok is, melyeket egyre elterjedtebben
alkalmaznak a neoplasztikus sejtek PET képalkotassal torténd detektalasara, illetve a
daganat ellenes terapiak nyomon kovetésére a klinikai gyakorlatban is.

2016-ban kapcsolédtam be az Orvosi Képalkoté Intézet Nuklearis Medicina

Tanszékén folyé kutatisba, ahol szamos ®8Ga- és **Sc-jelzett kelator-konjugalt peptid



alapt radiogyogyszer kifejlesztését €és preklinikai vizsgélatat valositottdk mar meg
korabban.

A kutatas soran a feladatom szénhidrat egységet tartalmazo radiogyogyszerek
eloallitasa és bioldgiai vizsgalata volt. A doktori munkam soran a galektin-3 receptor
egyik ismert ligandjanak, a laktdzaminnak a szarmazékait épitettem be RGD és NGR
peptid alapu radiofarmakonokba. Ezenkiviil a galektin-3 detektalasara alkalmas, vektor
molekulaként csak laktézamin szdrmazékot tartalmazé radiofarmakonok szintézisét is
megvalositottam. Ezen a teriileten elért eredményeimet foglaltam Ossze a doktori

értekezésemben.



3. Irodalmi attekintés
3.1. Angiogenezis

Az ¢érhalozat biztositja a szervezet sejtjei szdmara megfeleld oxigén és tdpanyag
szintet, tehat 1étfontossagl szerepe van a mindennapi életben. Az angiogenezis, azaz az
érképzddés folyamata rendkiviil szabalyozottan zajlik mind az embrionalis fejlddés soran,
mind a felndtt szervezetben. Normal esetben felnott korban példaul a sériilt szovetek
regeneralddasa, valamint a n6éi nemi ciklus soran figyelhet6 meg az angiogenezis,
csakhogy ezekben az esetekben az érképzddés folyamata egy bizonyos id6 utan leall [1].
El6fordulnak azonban olyan patologias folyamatok, mint példaul a rheumatoid arthritis,
ischemia, allergias dermatitis, valamint a tumor novekedés és metasztazisok kialakulasa
[1], amikor az érképzOodést szabalyozo, aktivalo faktorok (VEGF, angiopoetin-2,
neuropillin-1), valamint gatlo faktorok (angiostatin, endostatin, interferon) egyenstlya
felborul, és az érképzddés kontroll nélkiill megy végbe [2]. Ehhez a folyamathoz
onmagaban nem elég az aktival6 faktorok fokozott termelése, ezen kiviil sziikség van az
antiangiogén molekulak szintjének a csokkenésére is [2]. A tovabbiakban a daganatos
megbetegedések kialakuldsa soran bekovetkezd érképzddést szeretném ismertetni.

A tumorok kezdetben nem rendelkeznek sajat érhalozattal, ezért ndvekedésiik egy
bizonyos id6 utan leall az oxigén- és tapanyaghidny kovetkeztében. Alacsony oxigénszint,
vagyis a hipoxia hatasara azonban aktivalodik a hipoxia indukalt faktor (HIF-1) és
beinditja az érképzodés folyamatat [3]. A HIF-1 két alegységbdl, HIF-1-a és HIF-1-f
komponensekb6l épiil fel. A HIF-1-B a normoxids sejtekben allandé jelleggel
megtalalhat6, mig a rovid felezési ideji HIF-1-a csak az oxigénhianyos sejtekben
mutathat6 ki, mivel oxigén jelenlétében a prolil hidroxilaz hatasara elbomlik [3]. A HIF-
1-o0 megjelenése szamos gén transzkripcidjat inditja el, beleértve a vaszkularis
endothelialis novekedési faktor (VEGF), a vérlemezke eredetii ndvekedési faktor (PDGF),
valamint a tumor nekrozis faktor-o (TNF-a) atirasat [4,5]. Ezek a molekuldk arra
Osztonzik az endothél sejteket, hogy fehérjebontd enzimeket, igynevezett protedzokat
kezdjenek el termelni. Ezeknek az enzimeknek a segitségével képesek degradalni az

alaphartyat, valamint az extracellularis matrixot, igy az endothél sejtek kijuthatnak, és
6



osztodasuk altal uj, instabil mikroereket hozhatnak létre az inger iranyaba [6]. Ez az
angiogenikus atkapcsolas, vagyis ,angiogenic switch” ad lehetdséget a nyugvo
daganatnak arra, hogy ujra névekedésnek induljon és hatasara a tumor attétképzo6 hajlama
is jelentés mértékben megemelkedik, tovabba agresszivitasa fokozodik [7].

Az angiogenikus erek olyan receptorokat, ugynevezett biomarkereket expresszalnak,
amelyek a normal erekben csak nagyon kis mennyiségben, vagy egyaltalan nem
talalhatoak meg. Ezek a receptorok lehetéséget biztositanak a személyre szabott
rakellenes terapiak kidolgozasara, valamint olyan tumor-diagnosztikai agensek
fejlesztésére, amelyek a daganat detektalasat, valamint a terapiak nyomon kovetését
egyarant megkonnyithetik, ugyanakkor kevésbé karositjak az egészséges szoveteket.

A tumoros sejtekben fokozottan kifejez6d6 biomarkerek példaul az avfs integrinek,
az aminopeptidaz N, valamint a galektin-3 receptorok is [8, 9, 10]. Kutatomunkam soran
olyan radiofarmakonok szintézisét valdsitottam meg, amelyek ezekhez a receptorokhoz
kotédnek nagy affinitassal és szelektivitassal, mivel az angiogenezis gatlasan alapuld
rakellenes terapiak, valamint a daganatok érképzédésének kimutatasat célzo diagnosztikai
modszerek jelentés mértékben novelhetik a betegség kezelésének a hatékonysagat, és

ezaltal a betegek tulélési esélyeit [11].

3.2. Az angionezis kimutatasara alkalmas biomarkerek

3.2.1. Integrinek

Az integrinek sejtadhézids, heterodimer transzmembran glikoproteinek, melyek egy a
(1-18) és egy P (1-8) alegységbdl épiilnek fel [12]. Az a és P alegységek kombinacidja
hatdrozza meg a jelatvitel tulajdonsagait, valamint a ligandumok specifikus kotddését az
integrin receptorokhoz. Az integrinek fontos szerepet toltenek be a sejt-sejt, valamint a
sejt-extracellularis matrix (ECM) kozotti kolcsonhatasok kialakitasaban. Ezek az
interakciok nemcsak fizikai jellegiick, hanem kiilonbozo jelatviteli utakat aktivalnak [13],
melyek hatassal vannak a daganatfejlédés kiilonb6zé folyamataira, igymint a malignus

atalakulas, a tumor ndvekedés, a progresszio, az invazio, illetve az attétképzés [14].



Az integrinek koziil taldn az oavps vesz részt legnagyobb mértékben az érképzodés
szabalyozasaban, mivel serkenti az angiogenikus noévekédési faktorok (TNF-a,
Interleukin-8, FGF-2) termelését, valamint komplexet alkot a VEGF receptorral és az
aktivalt PDGF faktorral. Az avps integrin az apoptdzis gatlasaval elGsegiti a neoplasztikus
sejtek talélését, tovabba specifikusan kotédik az arginin-glicin-aszparaginsav (RGD)
tripeptid szenkvenciat tartalmaz6 ECM proteinekhez, mint példaul a fibronektinhez, a
fibrinogénhez, a von Willebrand faktorhoz, valamint a vitronektinhez [15]. Ez a kotédés

Az endothél sejteken kifejez6dd avps integrin receptorokra két allapot jellemzo.
Inaktiv allapotban az ECM domain hajlitott, tehat az RGD kotdhely rejtve van. Aktiv
allapotban azonban az ECM domain kiegyenesedik, lehetové téve az RGD szekvencia
kotodését. Az avpa integrinek citolpazmaban 1évé része sokkal kisebb, mint az ECM-ban

talalhatdo domain, azonban fontos szerepet tolt be az aktivacio soran (2. abra) [16].

Extracellularis matrix

les et anid q

inaktiv

Citoplazma

2. abra Az avfs integrin receptor felépitése, és konformacio valtozasa

A kiilonboz6 tipusu tumoros sejteken kifejez6dé avps integrinek szama korrelal a
betegség progresszidjaval. Mellrak esetén az ovps megemelkedett szintje dsszefiiggésbe
hozhat6 a csontattétekkel [17], valamint szabalyozza a neoplasztikus sejtek kemoterapiara
adott valaszat [18]. Példaul a B3 alegység megnovekedett expresszidja ndveli a tumoros
sejtek paclitaxel terapiaval szembeni ellenalloképességét [19]. Prosztata karcindma esetén

a csontmetasztazis megjelenése szintén 0sszefiiggésbe hozhatd az avfs integrinekkel [19],



tovabba a melanomak attétképzdé hajlama is jol korreldl az integrinek megndvekedett
expressziojaval [20].

Ezért az avPs integrinek kivald célpontjai lehetnek a kemo- és célzott radionuklid
terapianak. A specifikus kotédést a korabban mar emlitett RGD tripeptid szekvencia
biztositja. A kiilonb6z6 kutatdcsoportok altal eldallitott RGD peptid analogok lehetove
teszik a citotoxikus szerek (pl. doxorubicin, paclitaxel), vagy a terapias radionuklidok (pl.
0y, 7Lu) célzott daganatos sejtekhez juttatasat, igy csokkentve az esetleges
mellékhatasokat. Azonban az RGD peptid szarmazékok nemcsak a terapias
gyogyszerhordozo rendszerek targetald egységei lehetnek, hanem a tumordiagnosztikara

alkalmas radiofarmakonoké is.

3.2.2. Aminopeptidaz N

Az aminopeptidaz N (APN) vagy mas néven CD13, egy cink-fliggé transzmembran
exopeptidaz, mely 967 aminosavbol épiil fel, amelyek 7 kiilonb6zé domént (I-VII)
alkotnak [21]. A citoszolban talalhaté I-es domén, vagyis N-terminalis rész felels az
APN/CD13 sejthez torténd rogzitéséhez, a ll-es domén pedig egy membranon ativeld,
alfa-hélix szerkezetli egység. A Ill-as domén mar a sejten kiviil talalhatd, és az
APN/CD13 katalitikus részét képezi. A IV-es domén nem vesz részt szamottevien az
enzimatikus aktivitasban, azonban az egyik N-glikozilaciés hely ebben a tartomanyban
talalhato. Az V-6s és VI-os domén tartalmazza a Zn?* kétohelyet, tehat jelentds szerepiik
van az enzim aktivalodasanak folyamataban. A VII-es domén a C-terminalis rész, mely
foleg alfa-hélix szerkezeti és felelos a APN/CD13 dimer kialakitasaért [21]. (3. abra).



Extracellularis matrix
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3. abra Az aminopeptidaz N/CD13 felépitése

Az APN/CD13 egy multifunkciés glikoprotein, mivel enzim, receptor és jelatviteli
molekula is egyben. Az APN/CD13 legalabb harom kiilonb6z6 mechanizmussal vesz
részt az angiogenezis szabalyozasdban. Egyrészt degradalja az N-terminalis végen
semleges aminosavval rendelkez6 ECM proteineket és peptideket, masrészt eldsegiti az
angiogenikus és/vagy az antiangiogenikus fehérjék termelését, harmadrészt jelatviteli
utakon keresztiil aktivalja az angiogenikus ¢és novekedési faktorokat [22]. Az aktivalt
angiogenikus ereken megnovekedett APN/CDI13 szint 0Osszefliggésbe hozhato a
[23]. A kutatok szamos APN/CD13-pozitiv tumor tipust azonositottak, igy példaul a
melandéma, a petefészekrak, a prosztata karcindoma, a tiidéddaganat és a mellrak esetében is
fokozott APN/CD13 szintet mutattak ki [24]. Ennek megfeleléen sziikség van olyan
molekuldk azonositdsara, amelyek specifikusan képesek kotddni az APN/CDI3
receptorhoz, igy lehetévé téve 1j terdpias gyogyszerhordozd rendszerek, valamint
diagnosztikai agensek fejlesztését, amelyek az APN/CD13-pozitiv tumorral
diagnosztizalt betegek korében javithatjak a rakellenes kezelések hatékonysagat, ezaltal
¢letmindségiiket, illetve talélési esélyeiket.

Pasqualini és munkatarsai fag-display technika segitségével kivalasztottak egy
aszparagin-glicin-arginin (NGR) tripeptid szekvenciat tartalmaz6 peptidet, amely kell6
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szelektivitassal képes kotédni az APN/CD13-hoz, és igy kivalod ligandja ennek a
receptornak [25]. Tovabba megallapitottak, hogy bar az APN/CD13 normal szovetekben
(pl. mieloid sejtek, prosztata, antigénprezentalo sejtek, keratinocitak) is megtalalhato, de
az NGR alapt peptidek csak az angiogenikus ereken kifejez6dé APN/CD13-hoz képesek
kotédni. Ennek hatterében valoszintlileg az all, hogy a normal szévetekben, valamint az
angiogenikus ereken expresszaloddé APN/CDI13 receptor kiilonb6zé forméaban talalhato
meg [26]. Ennek kdszonhetéen az NGR szarmazékot tartalmazo terapias és diagnosztikai
agensek célzottan a APN/CD13-pozitiv tumorokhoz kdtédnek [27].

3.3. Galektinek

A galektinek a lektinek csalddjaba tartozé fehérjék, amelyek specifikusan képesek
felismerni a kiilonb6z6 glikokonjugatumokban (glikoproteinek, glikolipidek) talalhaté f3-
galaktozidokat. Eddig 14 emlds eredetii galektint azonositottak, amelyeket Hirabayashi és
Kasai 6sszefoglald munkajukban harom kiilonb6zé csoportba soroltak az alapjan, hogy
milyen molekularis szerekezettel jellemezheték [28]. A prototipus (prototype) csoportba
tartozd fehérjék 14 kDa tomegliek és egyetlen szénhidratkotd doménnel (CRD)
rendelkeznek. Jellemz0 rajuk, hogy fizioldgias koriilmények kozott nem kovalens kotésen
keresztiil dimereket alkothatnak. Ebbe a csoportba tartozik a galektin-1, -2, -5, -7, -10, -
11, -13, és -14. A kiméra tipusnak jelenleg csak egyetlen képviseléje van, a galektin-3,
ami egy kortilbeliil 30 kDa tomegii fehérje. Jellemz6 ra, hogy multidoménnel rendelkezik,
amely egy lektin tipusu, azaz egy szénhidratk6té doménbol (CRD) és egy nem lektin
tipustt N-terminalis doménbdl all. Az N-terminalis domén szerkezete eltér a CRD-t6l, de
hasonlit a heterogén nuklearis ribonukleoprotein komplex szerkezetéhez, valamint az L-
myc gén masodik exonjanak felépitéséhez. Az N-terminalisdnak kdszonhetéen a kiméra
tipust galektin-3 a lektin funkcion kiviil, mas bioldgiai aktivitassal is rendelkezik. A Gal-
3-nak ezeket a biologiai funkcioit szamos kutatocsoport vizsgalta, akik kiilonb6z6 neveket
adtak neki, mint példaul IgE-kot6 protein vagy aktivalt makrofag antigén. Az utolséd
csoport a tandem-ismétlédoé (tandem-repeat) elnevezésii, amelyek koriilbeliil 32 kDa
tomegili galektinek. Az ide tartozo galektinek két szénhidratk6té doménnel rendelkeznek,
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melyeket egy linker kot Ossze. Ezt a linkert a proteazok konnyen hasithatjak, igy a
prototipusnak megfeleld hasitott fehérjék jonnek létre. Ebbe a csoportba tartozik a
galektin-4, -6, -8, -9, és -12.

A kovetkezO fejezetekben a galektin csalad néhany bioldgiai szempontbol fontos

tagjat szeretném ismertetni.

3.3.1. Galektin-1

A galektin-1 (Gal-1) a 22q12 kromoszoéman az LGALS1 gén altal kédolt, 14 kDa
tomegli fehérje, amely a prototipust galektinek k6zé tartozik [29]. A Gal-1 egy tipikus
citoplazma protein, amely homodimer formaban is megtalalhatd a szervezetben.
Kristalyszerkezetét tekintve két, egymassal ellentétes lefutast -lemezbdl all [30]. A Gal-
1 1étfontossagu szerepet tolt be a daganatképzddés soran. A Gal-1 fokozott expresszidja
aktivalja az onkogéneket, és eldsegiti a normal sejtek malignus atalakuldsat, valamint a
sejtciklus szabalyozasaval felgyorsitja a tumorok novekedését [31]. Tovabba a Gal-1
tumor angiogenezis folyamataban is, amelyet Lgals1” allatmodellel igazoltak [33].
Lgals1” egerek nem képesek expresszalni a galektin-1 fehérjét és ennek hianyaban a

daganatok novekedése visszaszorult a vizsgalat sordn az elégtelen érképzddés miatt.

3.3.2. Galektin-7

A galektin-7 (GAL-7) a 19-es kromoszoman az LGALS7 gén altal kodolt, 15 kDa
tomegl fehérje, mely a prototipust galektinek kozé tartozik [34]. A Gal-7 megtalalhato a
citoplazmaban, a sejtmagban, és nem klasszikus szekrécids utvonalon keresztiil az
extracellularis térbe is szekretalodik. A Gal-7 nagymértékii szoveti specificitassal
rendelkezik, és expresszidja foként a tobbrétegii hamsejtekre korlatozodik [35]. A Gal-7
expressziojat szamos transzkripcids faktor szabalyozza. Ezen kiviil a p5S3 gén indukalja a
Gal-7 expresszidjat a vastagbélrakban [36]. Az intracellularis Gal-7 elésegiti a sejtek
apoptozisat azaltal, hogy noveli a kaszpaz-3 aktvititasat, gyorsitja a citokrom C

felszabadulasat, valamint fokozza az amino-terminalis kindzok miikddését, amelyek
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fontos szerepet toltenek be az epidermalis homeosztazis fenntartasaban [37, 38]. A Gal-7
folyamatéban, a daganatok progressziojaban, az embriondlis fejlédésben, az autoimmun
megbetegedésekben, valamint a transzplantacios kilokédés folyamataban [39]. Tovabba
a Gal-7 fokozza matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9) expressziojat, amely 1étfontossagu
szerepet tolt be a daganat- és attétképzés folyamataban. Ueda és munkatarsai arrél
szamoltak be, hogy SCID egereken végzett vizsgalataik soran a galektin-7 fehérjével
transzfektalt human vastagbélcarcindma tumorok (DLD-1-Gal7) lassabban novekedtek,
mint a normal DLD-1 tumorok [40]. Valészintileg a galektin-7-tel transzfektalt sejtek
érzékenyebbek az apoptézisra, igy ezzel magyarazhatdé DLD-1-Gal-7 tipust tumorok
lassabb novekedése. Moisan ¢és kutatocsoportja azonban a galektin-7 fokozott
expressziojat figyelték meg olyan esetekben amikor a limfoma sejtek kozel alltak a
metasztatikus allapothoz [41]. Ezek alapjan a Gal-7 pozitiv és negativ hatast is
gyakorolhat a tumorok névekedésére és progresszidjara. Ez a jelenség galektin-7 dsszetett

biologiai kdlcsonhatasaival, valamint a tumorok heterogenitasaval magyarazhat6 [42].

3.3.3. Galektin-9

A galektin-9 (Gal-9) a 17-es kromoszoman LGALS9 gén altal kodolt 36 kDa tomegii
fehérje [43]. A Gal-9 két kiilonbdzoé, de homoléog CRD-t (N-CRD, C-CRD) tartalmaz,
amely a tandem-ismétlédo galektinekre jellemzé [44]. A C-CRD hatarozza meg a
receptorfelismerést és aktivalja T sejtek halalat kivalté szignalizacios utat, mig az N-CRD
a dendritikus sejteket aktivalja. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a Gal-9
megtalalhatdé példaul a majban, a Iépben, a gyomorban, a vastagbélben, a
nyirokcsomokban ¢€s a csontveldben [43]. Az intra- és extracellularis Gal-9 kiilonb6z6
ligandumokkal 1ép kolcsOnhatasba, és szabalyozza azok bioldgiai funkcioit. llyen
ligandumok példaul a T-sejt immunglobulin mucin-3 (Tim-3), gliikdz transzport protein-
2, CD44, sejtfelszini fehérje diszulfid izomeraz [43, 45]. A Gal-9 ezekkel a ligandumokkal
kolcsonhatasba 1épve, a kovetkezd folyamatok kialakulasaban vesz részt: autoimmun

betegségek, transzplantacios kilokodés, fertézések és daganatok progresszioja [43].
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3.4. Galektin-3 fehérje

3.4.1. A galektin-3 felépitése

A galektin-3 (Gal-3) az egyetlen kiméra szerkezettel rendelkezé galektin, mely a
humén genomban a 14-es kromoszoman LGALS3 gén altal kodolt, koriilbeliil 30 kDa
tomegii fehérje. A Gal-3 egyediilallo szerkezete egy N-terminalis doménbol (ND), egy
ismétl6do, glicinben, prolinban és tirozinban gazdag kollagénszeri szekvenciabol,

valamint egy szénhidratfelismeré doménbol (CRD) épiil fel (4. abra) [46, 47].

CRD

Kollagén szer(i_
szekvencia

ND

Monomer forma Multimerizalt forma

4. abra A galektin-3 fehérje felépitése

A Gal-3 alapvetéen monomer formaban talalhatdé meg a szervezetben, azonban
bizonyos koriilmények kozott (pl. magas koncentracio) akar multimerizalodhat is (4. abra)
[46]. A multimerizacidért az ND felels, amely 12 aminosavbdl épiil fel. Az ND azonban
érzékeny a szelektiv proteolizisre, amelyet a matrix metalloproteazok MMP-2 és MMP-9
végeznek. Az Ala®%-Tyr% pozicioban torténd hasitas utan keletkezd 22 kDa tomegii
hasitott szarmazék eldsegiti a CRD affinitasat a szénhidrat ligandumokhoz, azonban ez
altal csokken a Gal-3 multimerizaciora valo hajlama [48]. A CRD koriilbelil 130
aminosavbol all, ezek az aminosavak egy gombszerli szerkezetet hoznak létre, amely
helyet ad a szénhidratkotd helynek. Ezek az informacidok rontgenkrisztallografids

szerkezet-analizisen alapulnak. A vizsgalat kimutatta, hogy a CRD két, ellentétes lefutast
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B-lemezbdl all, amelyek 6t (F1-F5) és hat (S1-S6) B-szalbol épiilnek fel [49]. A CRD
tartalmaz egy kiilonleges aszparagin-triptofan-glicin-arginin  (NWGR) aminosav
szekvenciat, amely jelents hasonlosagot mutat a Bcl-2 csaladba tartozo fehérjék BH1
doménjével, és ez az NWGR rész felelés mind a Bcl-2, mind a Gal-3 anti-apoptotikus
aktivitasaért [50].

3.4.2. A galektin-3 fehérje lokalizdcioja és funkcioi

A Gal-3 intracellularisan és extracellularisan is megtalalhatd a szervezetben, techat
jelen van a sejtmagban, a citoplazmaban, a sejtfelszinen, valamint az extracellularis
matrixban iS. A citolszolban taldlhatd6 molekuldk koziil tobbet is azonositottak Gal-3
ligandumként (pl. Bcl-2, CD95, synexin), melyek biologiai szerepe rendkiviil sokoldalt
[51]. Ezért a citoplazmaban talalhatd Gal-3 fehérje kiilonboz6 intracellularis
folyamatokban vesz részt, igymint az apoptozis szabalyozasa, a sejt proliferacio, valamint
differencidcid. A sejtmagban talalhatd Gal-3 ribonukleoprotein komplexekhez tarsul,
ezaltal pre-mRNS splicing faktorként funkciondl, ami a spliceoszomak Gsszeallitasat
segiti eld [52]. Ezen kiviil Lin és munkatarsai a sejtmagi Gal-3 fehérjét osszefliggésbe
hoztak a gén atirddassal is [53]. Az extracellularis Gal-3 részt vesz az immunreakciokban,

az angiogenezis, valamint az attétképzés folyamataban, ezenkiviil elésegiti a tumoros

------------

3.4.3. Galektin-3 és a tumor angiogenezis

A Gal-3 fehérjét hipoxia hatasara aktivalodo, proangiogenikus faktorként
azonositottak. Ezenkiviil Zeng és munkatarsai [52] bebizonyitottak, hogy a HIF-1,
szabalyozza a galektin-3 expressziojat, mivel a HelL a sejteken végzett vizsgalatok soran a
prolil 4-hidroxilaz inhibitorral (DMOG) kezelt sejtekben jelentésen megemelkedett a Gal-
3 mMRNS szintje. Markowska és munkatarsai [54] demonstraltak, hogy a Gal-3 részt vesz
a VEGF, valamint a basic fibroblaszt novekedési faktor (bFGF) altal medialt angiogenezis

szabalyozasaban is. Ennek oka, hogy a Gal-3 szénhidrat felismeré doménje képes kotédni
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az avfs integrineken talalhatdé GnTV-mddositott N-glikanokhoz ¢és ezaltal aktivalodik a
kutatocsoport arrdl is beszamolt, hogy a galektin-3 képes kotédni a VEGFR2 receptorhoz,
megakadalyozva annak internalizacidjat, ami fokozott angiogén valaszhoz vezet [55].
D’Haene és munkatarsai [56] a VEGFR1 és VEGFR2 receptorok foszforilaciojat
vizsgaltak és megallapitottak, hogy ha a galektin-1 és galektin-3 fehérjéket egyiittesen
adtdk hozza az E.A.hy926 endothél sejtekhez, akkor bekovetkezett a foszforilacio.
Azonban, ha a galektin-1-et és galektin-3-at kiilon-kiilon adtak hozza a sejtekhez, akkor a
VEGFRI receptor foszforilacidja nem tortént meg. Tehat a VEGFRI1 receptor részt vesz
a galektin-1 ¢és galektin-3 altal kivaltott érképz6dés szabalyozasaban [56]. Yang és
kutatocsoportja [57] bebizonyitotta, hogy a Gal-3 képes kolcsonhatasba 1épni az
APN/CD13 enzimmel is, amely szintén elésegiti az uj erek képz6dését az angiogenezis

korai fazisaban.

3.4.4. A galektin-3 és a metasztazis

A daganatos attétképzddés még mindig az egyik legnagyobb kihivast jelenti az
onkoldgusok szamara, annak ellenére, hogy sokat fejlodott a diagnosztika, korszertibbek
lettek a miitéti beavatkozasok, illetve jelentésen fejlodtek a tumorellenes terapiak is.

Az attétképzés Osszetett, tobb 1épésbol alld folyamat. Az els6 1épés a primer daganat
novekedésével kezdddik, melynek hatasara elindul a primer tumor érképzodésének
folyamata. Ezt kovetéen néhany neoplasztikus sejt levalik a primer tumorr6l, melyek
keresztiiljutnak az extracellularis matrixon, €s a vérkeringés segitségével szétterjednek a
szervezetben. A kapillarisokban a levalt tumoros sejtek aggregatumokat alkotnak, melyek
onnan a kornyez6 szovetekbe jutnak, és novekedésnek indulnak [10].

a primer daganatrol torténd levalast szabalyozza, azaltal, hogy kotdik az extracellularis
matrix glikokonjugatumaihoz, igymint a lamininhez, a fibronektinhez, a kollagén IV-hez

és az elasztinhoz [51, 58]. Tehat a galektin-3 részt vesz a neoplasztikus sejtek
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formaja hozzajarul az attétképzés folyamata soran a vérkeringésbe jutott tumoros sejtek
éri el [59]. Ennek megfeleléen a galektin-3 indukalja a homotipusos aggregaciot, ami
noveli az attétképzo-hajlamot. A daganatok attétképzéséhez elengedhetetlen az
extravazacio, vagyis az érrendszerbdl a kornyezo szovetekbe torténd kilépés. A Thomsen-
Friedenreich antigén (T antigén), amelynek terminalis része (-galaktdzt tartalmaz, részt
vesz a daganatos sejtek endothélhez vald tapadasaban. A galektin-3 képes kotédni a T-
antigénhez [10]. Amikor a neoplasztikus sejtek €s az endothélsejtek egymashoz tapadnak,
az endothélsejteken 1évo galektin-3 a tumoros sejtekkel vald érintkezés helyére tomoriil,
a daganatos sejtekben 1év6 galektin-1 pedig tilnyomoan a sejt-sejt kapcsolatok helyén
halmozodik fel [10]. Tébb tanulmanyban is beszamoltak arrdl, hogy a metasztatikus
szovetek nagyobb mértékben fejezik ki a galektin-3 receptorokat, mint a primer tumorok
[60].

3.4.5. Galektin-3 inhibitorok

A galektinek szénhidrat felismeré doménja (CRD) koriilbeliil 135 aminosavbol all,
amelyek 5 alegységet (A-E) alkotnak. Az alegységeket felépité aminosavak hatarozzak
meg az egyes galektinek specifitasat. Ez az oka annak, hogy a galektinek biologiai szerepe
rendkiviil sokoldala [61].

A galektin-3 CRD-je nyolc konzervativ aminosavbdl (Argl44, His158, Asnl60,
Argl62, Asnl74, Trp181, Glul84, és Argl86) épiil fel, ezek feleldsek az adott szénhidrat
kotddéséért. A galaktoz a legkonzervaltabb C alegységhez kotddik, mig a szénhidrat
felismerés szempontjabol szintén kiemelten fontos D alegységet egy masik
monoszacharid foglalja el, amelyhez a galakt6z -(1—4), illetve B-(1—3) interglikozidos
kotéssel kapcsolodhat [61]. Az els6 esetben a monoszacharid lehet gliikoz (Glc) vagy N-
acetil-glikozamin (GICNAC), mig a masodik esetben lehet GlcNAc vagy N-acetil-
galaktozamin (GalNAC).

Seetharaman és munkatarsai [49] rontgendiffrakcios mérésekkel vizsgaltak a human
galektin-3 CRD laktozzal, illetve N-acetil-laktozaminnal (LacNAC) képz6dott komplexét
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¢s az alabbi kolcsonhatasokat mutattak Ki. A galaktoz egység 4’-OH csoportja
hidrogénkotést alakit ki a His158, az Asnl160, és az Argl62 aminosavakkal. Tovabba a
galaktoz gyiris oxigénje hidrogénkotést 1étesit az Argl62-vel, valamint Glu184-gyel. A
6’-OH szintén hidrogénkdtésen keresztiil 1ép kapcsolatba az Argl62 ¢és Glul84
aminosavakkal. Tehat Osszesen hét hidrogénkotés alakul ki a galaktoz egység és a
galektin-3 CRD-je kozott. Ezen kiviil a galaktoz egység 3’-H, 4°-H, és 5’-H atomjai van
der Waals kolcsonhatason keresztiil 1épnek interakcioba a Trp181 oldallanccal. Tovabba
a N-acetil-gliikozamin egység 3-OH csoportja hidrogénkotés alakit ki a Glu184 és Argl162
aminosavakkal. Mivel a laktozamin 2-es helyzetben 1évé N-acetil csoportja képes tovabbi
kolcsonhatasba 1épni a Glul65-tel és Argl86-tal, ezért az N-acetil-laktozamin 5-szor
nagyobb affinitassal kotddik a galektin-3 CRD-jéhez a laktdz molekulahoz képest.

Azonban ezeknek a természetes ligandumoknak a gatlasi hatékonysaga alacsony,
mivel az 50%-os gatlasi potencialt (ICsp), csak a 0,1-1 mM-0s koncentracidtartomanyban
érik el. Ahhoz, hogy ezeket a molekuldkat hatékonyan lehessen hasznalni galektin-3
inhibitorként terdpids vagy diagnosztikai célra legalabb 10 mM-os koncetracid
alkalmazasara lenne sziikség a bioldgiai rendszerekben [62, 63]. Ezért indokolt a minél
nagyobb affinitassal és specificitassal rendelkezé galektin-3 inhibitorok szintetikus
eldallitasa. Mivel a galaktdz egység 3’-OH és 2°-OH csoportjai nem lépnek kozvetleniil
kolcsonhatasba a galektin-3 fehérjével, ezért a C-3” és a C-2” helyzet kémiai modositasa
novelheti a receptorhoz vald kotddést. A kiilonbozd kutatéecsoportok a hatékonyabb
galektin-3 inhibitorok kifejlesztése soran foként a galaktoz egység C-3° helyzetben
torténd kémiai modositasara Osszpontositanak, mivel 3°-OH csoport mutat a CRD
mélyedésébe és ezért a galaktoz egység C-3° helyzetben torténd meghosszabbitasa
tovabbi kolcsonhatasokat tesz lehetové a galektin-3 fehérjével, valamint noveli a ligand
Gal-3 szelektivitasat a Gal-1-hez képest [62].

Sorme ¢és munkatarsai [63] szamos C-3° helyzetben szubsztitulalt LacNAc
szarmazékot allitottak el6 és vizsgaltak Gal-3 affinitasukat. A szintézis stratégiajuk az
volt, hogy a galaktoz egység 3°-OH csoportjat amino csoporttal helyettesitették, amely
lehetévé tette kiilonbozd csoportok kozvetlen kapcesolasat az N-acetil-laktozaminhoz. A

Gal-3 inhibicios vizsgalatok soran azt tapasztaltak, hogy harom a C-3’ pozicidban aromas
18



amidot tartalmazoé vegyiilet jelentésen magasabb inhibitor aktivitassal rendelkezett, mint
a referenciaként alkalmazott LacNAc metil glikozidja. Példaul a C-3’ helyzetben p-
metoxi-2,3,5,6-tetra-fluorobenzamid csoportot tartalmazé laktozamin szarmazék 50-szer

erdsebben képes gatolni a galektin-3 proteint, mint a referencia vegyiilet [63] (5. abra).

F OH OH
MeO , HO o o
H o OMe
F N HO
E I OH NHAc
5. dbra: Metil 3-dezoxi-3-N-(4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorobenzamid)-4-D-galaktopiranozil-(1—4) 2-N-
acetil-2-dezoxi-B-D-gliikopiranozid

Ezenkiviil beszamoltak még C-3’ helyzetben szulfonamid és karbamid csoportot
tartalmazod, valamint 3°-O-benzil szarmazékok szintézisérdl [64].

Késébb rongendiffrakcios mérésekkel vizsgaltak a 3’-benzamid és 3’-p-metoxi-
2,3,5,6-tetra-fluorobenzamid csoportot tartalmazoé ligandok Gal-3 fehérje CRD-jével
alkotott komplexeit [65]. A vizsgalatok alapjan megallapitottak, hogy a benzamid csoport
ko6lcsonhatasba tud 1épni a CRD B alegységében talalhato Argl44 oldallancaval, melynek
soran konforméacio valtozast idéz eld az oldallancban. Tovabba a benzamido gytirii beleiil
egy apoléros zsebbe, amelyet Argl44, Alal46 és Asnl60 oldallancai alkotnak. Ezenkiviil
egy harmadik kolcsonhatas is segiti az erds kotddés kialakulasat, mégpedig az, hogy
Argl44 guanidino csoportja kation-wt, azaz arginin-arén koélcsonhatast képes kialakitani a
Gal-3 inhibitor benzamid csoportjaval. Ugyanakkor meglepd, hogy a p-metoxi-2,3,5,6-
tetra-fluorobenzamid csoport — guanidin kdlcsonhatas ilyen nagymértékben képes novelni
a galektin-3 inhibitorok kotodését, mivel a fluorozott arének elekronszegény n-rendszerrel
rendelkeznek, ezért csak gyenge kation-n kdlcsonhatés kialakitasara képesek. A kation és
a m-rendszer allandé kvadropdél-momentuma kozotti elektrosztatikus vonzas nem
magyardzza teljes mértékben a kation-m koOlcsonhatiasokat tartalmazd rendszerekben
megfigyelt energetikai viszonyokat, ezért figyelembe kell még venni a van der Waals,
valamint a n-m kdlcsonhatasok, illetve a toltésatviteli és polarizacios kolcsonhatasok
hozzajarulasat is [66]. Az erés kotddés kialakulasat az is segiti, hogy a laktdozamin

szarmazék metoxi csoportja az Argl44 guanidin csoportja kozott elektrosztatikus
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kolcsonhatas alakul ki [67]. Az elektronkiild6 csoportot (pl. dimetilamino csoport)
tartalmazo aromas szubsztituensek erdsebb kation-m kdlcsonhatast képesek kialakitani
[65]. A leirt kdlcsonhatasok alatamasztjak, hogy az N-acetil-laktézamin alapt galektin-3
inhibotorok affinitasat hatékonyan lehet novelni azzal, ha a galaktéz egység C-3’
helyzetében aromas szubsztituenst alakitunk ki.

Sorme és munkatarsai [65] tovabbi 42 C-3’ helyzetli aromas amid szarmazékot
allitottak el6. A szintetizalt vegytiletek koziil két 2-naftamido szarmazék (6. abra) mutatott

nagyobb inhibitor aktivitast, mint a p-metoxi-2,3,5,6-tetra-fluorobenzamid szarmazék (Kgq

= 0,88 uM).
(0}
O 0 [o) OMe
N
OH NHAc
(o}

K= 0,48 uM
OH
Ho OH .
Q 0 [o) OMe
S
oH NHAc
Hooc ©
Kg= 0,32 uM

6. abra: N-acetil-laktozamin alapi naftilezett amid szarmazékok

Ez azzal magyarazhatd, hogy a naftil gyiirii kivaléoan alkalmas arra, hogy Kation-
nkolcsonhatast alakitsanak ki az Argl44 guanidino csoportjaval, valamint, hogy kitdltse
az Argl44 Cp — Co hidrofob hasadékot. Ez az oka annak, hogy ezek a szarmazékok
kifejezetten jo Kq értékkel rendelkeznek (A Kq = 0,48 uM; B Kq = 0,32 uM) [65].

Mivel azonban a C-3’aromas amid, szulfonamid és karbamid szarmazékok el6allitasa
bonyolult, tobb reakciolépéses folyamat, ezért Sorme és munkatarsai [64] probaltak
egyszeriibb szintézisutat valasztani a galektin-3 inhibitorok eldéallitasara ¢és
megvalositottak a metil aglikonnal rendelkezé N-acetil-laktozamin 3°-OH csoportjanak
regioszelektiv alkilezését kiilonbozd benzil szarmazékokkal sztannilén acetdlon keresztiil,
ezek koziil a p-metoxi-benzil szubtituenssel rendelkezd galektin-3 inhibitor ICsp értéke 13
uM-nak adodott [64] (7.abra).
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7. abra: N-acetil-laktézamin alapu benzil éter szdrmazékok

Osszeségében, tehat elmondhatd, hogy a laktézamin szarmazékok galaktoz
rendelkez6 galektin-3 inhibitorokat eredményezhet.

Végiil meg kell jegyezniink, hogy a dolgozat terjedelmi korlatai miatt ebben a
fejezetben csak laktozamin alapu inhibitorokrol szamoltunk be, de ezen a vegyiilet tipuson
kiviil szamos mas alapszerkezettel rendelkezé Gal-3 inhibitor szintézisérdl is olvashatunk
az irodalomban, példaul kiilonb6z6 galaktoz, illetve ditiogalaktozid szarmazékokrol.
Néhany 6sszefoglald kozlemény pedig kivaloan Gsszesiti ezeket az eredményeket [68, 69,

70].

3.4.6. A galektin-3 inhibitorok klinikai jelentdsége

A Gal-3 biologiai jelentoségét targyalo korabbi fejezetek egyértelmiien alatamasztjak,
hogy a galektin-3 expresszidja szorosan Osszefiigg a malignus transzformacioval.
Tovabba jelent6s diagnosztikai és prognosztikai értéket képvisel a Gal-3 receptor pozitiv
daganattipusok azonositasaban. Iurisci és munkatarsai [71] az eml6é-, gyomor-,
bélrendszeri-, tiido- és petefészekrakban, melanomaban, valamint Hodgkin-limfomaban
szenvedd betegek szérumaban emelkedett galektin-3 fehérje szintet mutattak ki. Xu és
munkatarsai [72] arr6l szamoltak be, hogy a hamsejt eredetli, rosszindulata
pajzsmirigydaganatok és a papillaris karcindma nyirokcsomo attétei is fokozottan
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expresszaljdk a galektin-3 ¢és galektin-1 fehérjéket. Azonban sem a joindulata
pajzsmirigydaganatok, sem a kornyezé egészséges szovetek nem mutatnak galektin-1
vagy galektin-3 pozitivitast. Ezek a tanulmanyok is alatamasztjak, hogy a Gal-3 receptor
a tumorellenes terapidk szamara igéretes célfehérje.

A teljesség igénye nélkiil megemlitenék néhany, a rakellenes terapidk soran eddig
alkalmazott galektin-3 inhibitort. A G3-C12 (ANTPCGPYTHDCPVKR) peptid a Gal-3
egyik peptid alapu inhibitora, amelyet fag display technika segitségével valasztottak Ki,
és kivalo gatlast (K¢ = 72 nM) mutatott a galektin-3-mal szemben [73], a vele végzett
preklinikai terapias vizsgalat soran sikeresen megeldzte az emldrak attétképzését a tiidobe
[73]. A pektinek olyan 0&sszetett poliszacharidok, amelyek féként anhidro-
galakturonsavbol, galaktozbol, és arabindzbol allnak, és képesek kotddni a galektin-3
fehérjéhez. Az egyik modositott citruspektin (MCP) a Safescience altal fejlesztett GBC-
590, amely Il-es fazist klinikai vizsgalatok soran képes volt Visszaszoritani a
vastagbélrakot [74]. A Galectin Therapeutics 4ltal fejlesztett GM-CT-01 (Davant®)
tulajdonképpen egy természetes galaktomannan poliszacharid, melynek atlagos tomege
koriilbeliil 60 kDa. Ez a vegyiilet a galektin-3-hez is kotodik (Kq = 2,9 uM), de galektin-
1 inhibitorként is megéllja a helyét (Kq = 10 uM). A Davant® hasznosnak bizonyult a
végstadiumban 1év6 vastagbélrakos betegek korében elvégzett I-es és I1-es fazisu klinikai
vizsgalatok soran [75]. Az egyik leghatékonyabb inhibitort a 3,3'-dezoxi-3,3'-bis-(4-[m-
fluorofenil]-1H-1,2,3-triazol-1-il)-tio-digalaktozidot (TD139), egy svéd startup, a Galecto
Biotech fejlesztette ki (8. abra). A TD139 kival6 gatloszere mind a galektin-1-nek (Kq =
10 nM), mind a galektin-3-nak (K¢ = 14 nM), tovabba az Amerikai Gyogyszer- és
Elelmiszeriigyi Hatosag (FDA) az idiopatias tiid6fibrozis kezelésére javasolta [74,76].
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8. abra: A TD139 szerkezeti képlete

Diagnosztikai célra azonban eddig csak néhany preklinikai fazisban vizsgalt

radiojelzett vegyiiletet allitottak eld, amelyeket egy késobbi fejezetben ismertetek.

3.5. Radiokémiai jelolési modszerek

3.5.1. Radiofluorozas

A fluor-18 radionuklid kézel 100%-0s pozitron bomlasi szazalékkal (97% B*-bomlas),
alacsony B*-energiaval (E(B")max = 635 keV), valamint ideélis, 109,8 perces felezési
idével rendelkezik, tehat a fluor-18 kivaloan alkalmas a PET képalkotasra [77]. A BF
izotop eldallitasa 80(p,n)'®F magreakcioval torténik. A target lehet [*®O]H.0, vagy
[*80]0,, attél fiiggden, hogy nukleofil vagy elektrofil szubsztiicioval torténik a fluor-18
beépitése a prekurzor molekulaba. Az elébbi esetben a [®F]fluorid ion vizes oldata
keletkezik, mig az utobbi esetben [®F]F2 és nem radioaktiv F2 gaz keveréke jon létre,
melynek koriilbeliil az 50%-a a radioaktiv [*8F]F2 gaz [78]. A két kémiai forma kozotti
kiilonbség a moldris aktivas értékében mutatkozik meg, ugyanis a nukleofil [*3F]fluorid
ion molaris aktivitdsa a 10> GBg/umol tartomanyba esik, mig az elektrofil [*®F]F,
gazkeverék sokkal alacsonyabb, 100-600 MBg/umol molaris aktivitassal jellemezhetd
[79]. Ezért a radiojelzésekhez, a nukleofil fluorozast alkalmazzak elterjedtebben.

A fluorid ion erés nukleofil, viszont vizes kdzegben, vagy protikus oldoszerekben
hidrogénkotést hoz 1étre a kornyezd oldoszer molekulakkal, igy a fluorid ion reaktivitasa
jelentdsen lecsokken [80]. Tehat a ciklotron altal termelt [*®F]fluorid ion vizes oldatét

dehidratalni kell, annak érdekében, hogy az visszanyerje reaktivitasat. A nukleofil
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szubsztitucioval torténd radiofluorozashoz sziikséges vizmentes kézeg polaros aprotikus
szerves oldoszerekkel biztosithato, példaul dimetil-szulfoxiddal, N,N-
dimetilformamiddal, vagy acetonitrillel [81]. A nukleofil szubsztiticiéval tdrténd
radiofluorozas 1épései a kovetkezok [82]:

e A [*®OJH20 targettél a [*®F]fluorid iont anion cseréld oszlop (pl. QMA)
segitségével valasztjak el, a modszer soran az oszlop megkéti a [*®F]fluorid
ionokat.

e Ezutin az oszloprol éltalaban a [*®F]fluorid iont Kriptofixa2> koronaétert
tartalmazé K>COs3 oldat és acetonitril elegyével elualjak, majd a reaktorba
juttatjak, ahol azeotrop beparlassal szarazra paroljak.

e Ezt kovetden keriil a reaktorba a jeldlni kivant prekurzor molekula megfeleld
vizmentes polaros aprotikus olddszerben oldva, majd viszonylag magas
hémérsékleten (altalaban 80-120 °C-on) végbemegy a radiojelzés.

o A kovetkezd 1épésben, ha sziikséges, akkor eltavolitjak a védocsoportokat.

o Azeldballitott nyersterméket kiilonb6z6 kromatografias modszerekkel tisztitjak
a radiokémiai és kémiai szennyezddésektol.

o Végiil a tisztitott, radiojelzett terméket formulaljak, és sterilizaljak a klinikai,
vagy preklinikai vizsgalatokhoz.

Tehat elmondhato, hogy a radiofluorozas vizmentes koriilményeket igényld, altalaban
tobblépéses és magas hémérsékleten végbemend folyamat. A nukleofil szubsztiticiohoz
sziikkséges vizmentes koriilmények miatt a peptidek €és az antitestek kozvetlen
radiofluorozasa nem lehetséges, tigynevezett prosztetikus csoportokra van sziikség a
radiojelzés kivitelezéséhez [79], ami tovabbi reakciolépésekkel hosszabbitja és bonyolitja

a radioszintézist.

3.5.2. Komplexképzésen alapulo radiokémiai jelzések

A receptor-ligand kolcsonhatason alapuld radiofarmakonok egyre nagyobb teret
hoditanak, mind a molekularis képalkotas, mind a célzott radioterapia teriiletén. Ennek
oka, hogy ezzel a modszerrel a radionuklidokat célzottan a rédkos szovetekhez lehet
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juttatni, ami magasabb tumor-hattér aranyt eredményez és az egészséges szovetek
sugarterhelése is alacsonyabb lesz.

A target-specifikus radiogydgyszerek alapjat altalaban peptidek, vagy antitestek
képezik és radiokémiai jelzésiikhoz olyan modszerre van sziikség, amely lehet6leg vizes
kozegben egyszeriien kivitelezhet6, valamint viszonylag gyorsan, azaz néhany perc alatt
megvalosithatd. Az antitestek jelzése soran az alacsony homérséklet is fontos szempont.
A komplexképzésen alapulo radiokémiai jelzés rendelkezik ezekkel a tulajdonsagokkal és
a modszer hatékonysagat bizonyitja a szamos ismert ®°™Tc-jelzett SPECT radiofarmakon
népszeriisége. Masik motivalo erd, hogy egyre elterjedtebbek a diagnosztikai (PET) és
terapias célokra hasznalhat6 radio-fémizotopok kivald nuklearis tulajdonsagaik miatt. A
fémizotopokkal torténd jelzések kivitelezéséhez a biologiailag aktiv molekulat egy
komplexképzéhoz kell kapcsolni. Azonban figyelembe kell venni, hogy a komplexalo
agens jelenléte jelentGs szerkezeti valtozast eredményez, amely befolyasolhatja a
radiojelzett molekula farmakokinetikai tulajdonsagait, illetve csokkentheti a targetalo,
azaz vektor egység receptorhoz valo kotodését.

Ennek megfeleléen a target-specifikus radiofarmakonok szerkezete négy, jol
elkiilonithetd alegységre bonthatd: radionuklid, bifunkcids keléator, linker, biologiailag
aktiv (vektor) molekula [83]. A bifunkcids kelator (BFC) egyrészt koordinalja a jelzéshez
valasztott radioaktiv fémizotopot, masrészt valamilyen linkeren (pl. farmakokinetikai
modosito) keresztiil bioldgiailag aktiv molekula (BM) kapcsolhatdé hozza, amely a

receptorokhoz torténé specifikus kotédést biztositja (9. abra).

radionuklid

Tumoros sejt

9. abra Target-specifikus radiofarmakonok felépitése
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A radioaktiv fémizotop komplexalasat végzé bifunkcios kelatornak szamos
kovetelménynek kell megfelelni, melyek koziil talan a legfontosabb a fémkomplex
nagymértéki stabilitasa in vivo koriilmények kozott. Ez azért nagyon fontos, mert a
radionuklid kilépése a komplexbdl radiotoxicitashoz vezet, tovabba a diagnosztikai
radiofarmakonok esetében a kép mindségének romlasat is okozza. Fontos, hogy az
alkalmazott BFC megfelel6 toltéssel rendelkezzen, gytiriimérete a radioaktiv fémizotop
ionsugarahoz igazodjon, valamint a kozponti atomhoz viszonyitva, optimalis
mennyiségben tartalmazzon donoratomokat [84]. A 10-es abran lathatdé kelatorokat

elterjedten alkalmazzak a nuklearis medicina alap-, illetve klinikai kutatasaiban.
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10. dbra A nukledris medicinaban gyakran alkalmazott komplexképzék

A PET képalkotashoz pozitron sugarzo fémizotopok sziikségesek, ilyenek példaul a
®8Ga (ty2 = 67,71 min, 89% B*-bomlas, E(B*)mean = 890 keV) [85], a *Sc (ti2 = 3,97 h,
94,27% B*-bomlas, E(B*)mean = 630 keV), a 84Cu (ty2 = 12,7 h, 17,4% B*-bomlas, E(B")mean
=278 keV) és a >Mn (ti2 = 5,59 nap, 29,6% B*-bomlas, E(B")mean = 240 keV). Figyelembe
véve a biologiai felezési idoket a rovidebb felezési idejii **Sc vagy ®Ga izotdpok féként
a peptidek radiojelzésére alkalmasak, mig az antitesteket altalaban a hosszabb felezési
idejti 5Cu vagy 52Mn radionukliddal célszerii jeldlni [86]. A teljesség igénye nélkiil a

terapids fémizotopok koziil is megemlitenék néhanyat, ide tartozik példaul a 2'’Lu (ti =

26



6,7 nap, p-bomlas, E(B)mean = 497 keV) [87], az *°Y (t12 = 2,67 nap, p-bomlas, E(B)mean
= 2280 keV) és a *Bi (tu2 = 46 perc, a-bomlds, Eq = 440 keV) [88].

A %8Ga izotopot eldszeretettel alkalmazzak mind a preklinikai, mind pedig a klinikai
kutatdsok soran, foként a peptid alapu prekurzorok radiojelzéséhez. Népszeriiségének
egyik oka, hogy a gallium-68 %Ge/®®Ga generatorbél nyerhetd, tehat azokban a PET
centrumokban is elérhetd, amelyek nem rendelkeznek ciklotronnal. A kereskedelmi
forgalomban kaphatd generdtorok zart rendszerek és lényegében egy arnyékold
konténerben 1év4, kromatografias oszlopbol allnak, amelyek egy egyensulyban 1év6 anya-
leanyelem keveréket tartalmaznak.

A %8Ge anyaelemet ®°Ga,Os(p, 2n)%Ge magreakcid segitségével ciklotronban allitjak
eld, felezési ideje 270,8 nap [89]. Az eldallitott ®3Ge anyaelemet abszorbealjak egy
kromatografias oszlophoz, melynek matrixat szervetlen fémoxidok (pl. Al20s, TiOg,
Sn0y), valamint szerves pirogallol-formaldehid gyantak alkotjak [89]. Az anyaelem
mellél a %®Ga radionuklid szelektiven elualhatd, leggyakrabban a sosav kiilonbozd
koncentracidival (0,05 M — 55 M), azonban az ectiléndiamin-tetraecetsav, vagy 8-
megfelelé kromatografiis oszlop megvélasztasa, ugyanis a *8Ge anyaelem attorése a
klinikai felhasznalds soran radiotoxicitdst okozhat. Ezen kiviil a kromatografids oszlop
anyagabol szarmaz6 nem kivanatos fémszennyezdédések (pl. Sn, Ti, Al) zavarhatjak a
radiokémiai jelzéseket [91]. Egy masik jelentés probléma, hogy a ®3Ga leanyelem bomlasa
soran stabil Zn?* keletkezik, ami a #Ge/®Ga generator allasa soran felhalmozodhat. A
felhalmozodott Zn?*, mint fémszennyez$ szintén zavarhatja a radiojelzést, valamint
negativan befolyasolhatja a molaris aktivitas értekét. Ezért a radiokémiai szintézisek elott
1 nappal, de legaldbb 4 6raval érdemes tigynevezett tisztito eliiciot végezni a %Ge/*®Ga
generatoron, annak érdekében, hogy a cink szennyezétél megszabaduljunk. A %Ge/%Ga
generator elualasa soran nyert teljes ®Ga eludtumot nem hasznaljak fel kozvetleniil
radiojelzésre, egyrészt a fentebb emlitett okok kdvetkeztében, masrészt az eluatum nagy
térfogata (5-10 ml), valamint magas savtartalma (0,1 N — 1 N) miatt. Ezen problémak
kikiiszobolésére harom kiilonbozd gallium utdfeldolgozasi modszert dolgoztak ki a

kiilonb6z6 kutatocsoportok:
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Az anioncserés tisztitdsi modszer 1ényege, hogy magas sosav koncentracio (> 5,5 M)
mellett a Ga®* ion negativ toltésii [[?8Ga]GaCls]- komplexszé alakul at, ami kvantitativ
modon adszorbealhatd egy erds anioncserélé gyantahoz (pl. AG 1x8), mikdzben a
kationok és a szerves szennyezOk szelektiven eltavolithatok melléle. Ezutan Kis
mennyiségli vizzel lehet eludlni a csokkend protonkoncentracid kovetkeztében
visszaalakulé Ga®" iont az oszloprol [92].

A kationcserél? tisztitasi modszer esetében alacsony sésav koncentracio (0,05 M, 0,1
M) alkalmazhato, tehat a Ga® ionos formaban marad, amely erds kationcseréld gyantahoz
kothetd (SCX). Mivel az attort %8Ge(IV) anyaelem nem kotédik az ioncserélé oszlophoz,
ezért sikeresen elvalaszthaté a %Ga leanyelemtél. A tovabbi fémszennyezédések (pl. Ti,
Fe, Al, Zn) a 0,15 M HCl/aceton (20:80) elegyével moshatoak le az oszloprol. Végezetiil
az aceton tartalom novelésével (98%) a ®8Ga®" ion a radiokémiai jelzéshez megfeleld
formaban elulalhaté le az oszloprol [93].

A harmadik technika a frakcionalt eltcid, mely a legegyszer(ibben kivitelezhetd és a
legelterjedtebben alkalmazott eljards. A modszer hatékonysagat az biztositja, hogy az
eltcié soran a %8Ga leanyelem aktivitasanak Gauss-gorbéhez hasonlé eloszlasa van, ami
eltér a szennyezést okozo fémionok elucids profiljatol. A generator eliicidja soran tobb
frakcio gyljtésére kertil sor, melyek aktivitdsat gamma szamlalo segitségével hatarozzak
hasznaljak (1-2 ml). A modszer soran teljesen nem lehet megszabadulni a
fémszennyezoktdl, viszont az dsszmennyiségiik jelentdsen csokken a kisebb térfogatnak
tulajdonithatéan. Ez az alacsony fémkoncentraci6 mar nem befolyasolja a
komplexképzési folyamatot [94].

A %Ga radionuklid ®8Zn(p,n)®®Ga magreakcid segitségével ciklotronban is
eléallithato, mely koltséghatékony megoldast jelent a ciklotronnal rendelkez6 PET
centrumoknak. Lin és munkatarsai [95] ciklotron segitségével a kovetkezd modon
allitottak eld a pozitron sugarzo *8Ga fémizotopot: targetként 7 mm atmérdiji 60-120 mg
tomegii ®Zn izotoppal dusitott korongot alkalmaztak, melyet elészor platina korongon
galvanizaltak 0,05 N HCI oldat segitségével. Ezt kovetden a targetet behelyezték a

ciklotronba, majd 14,5 MeV energigju, 15-40 pA dramerdsségli protonnyaldbbal
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sugaraztak be. A besugarzast kovetden a targetet pneumatikusan hoztak ki. Az eldallitott
®8Ga radionuklidot szintézispanelen tisztitottdk. A target kihozatala utin a besugarzott
korongot 10 N HCl-val oldottak fel, majd a nyers %8Ga/%®Zn oldatot AG® 50W-X4
kationcseréld gyantét tartalmazé oszlopra vitték fel. ®Zn és tovabbi fémszennyezédéseket
10 N HCl-val torténé mosas segitségével tavolitottak el. Ezt kovetden a [3Ga]GaCls-ot 4
N HCl-val deszorbealtdk, majd UTEVA® gyantat tartalmazé oszlopra vitték fel. Ezt az
oszlopot 4 N HCl-val mosték, majd a [®®Ga]GaCls-ot 0,05 N HCl-val elualtik. Az igy
kapott [®3Ga]GaCls oldatot tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltak fel a jelzési reakciokhoz.
Kutatomunkdm sordan a radiojelzésekhez felhasznaltam %8Ge/%®Ga generator

eluciojaval nyert, valamint ciklotronban eléallitott [*3Ga]GaCls oldatot is.

3.6. Peptid alapiu radiogyodgyszerek farmakokinetikajanak javitasara alkalmas
kémiai modositasok
A peptidek kevesebb, mint 50 aminosavbol allo, kis molekulasialyt (< 5500 Da),
bioldgiai és orvosi szempontbol is kiemelten fontos molekulak. Az utébbi idében tobb
peptid alapu terapias szert fejlesztettek ki a kiilonb6zo betegségek, ugymint a diabétesz, a
szkler6zis multiplex, vagy a daganatos betegségek kezelésére [96]. A peptidek terapias
vagy diagnosztikai alkalmazasanak szamos eldnye van a fehérjékkel vagy az antitestekkel
szemben [97]:
e kisméretiieck
e viszonylag egyszerli az eldallitdsuk
e nagy affinitassal és specificitassal kotddnek a receptorokhoz
e hamar kiiiriilnek a vérbdl és a nem célzott szovetekbdl
e jobb tumor-hattér aranyt biztositanak
e alacsony toxicitassal €s immunogenitassal jellemezhetok
e farmakokinetikai tulajdonsagaik konnyebben mddosithatoak
e a kelator-konjugédlt peptidek radiojelzése fémizotépokkal konnyen

megvaldsithato

29



e aradiofémes jelzésekhez sziikséges bifunkcids kelatorok viszonylag konnyen
kapcsolhatéak hozzajuk
e jobban ellenallnak a kémiai vagy radiokémiai reakciok soran alkalmazott
erélyesebb koriilményeknek, mint az antitestek.
Hatranyuk azonban, hogy altalaban rovid biologiai felezési idével (ty2 = 2-30 perc)
rendelkeznek. Ennek egyik oka a szervezetben jelenlévo proteazok, amelyek enzimatikus
hasitassal degradaljak a peptideket. A masik oka pedig, hogy a glomerularis filtracio altal
a vesén keresztiil hamar kivalasztddnak alacsony molekulatomegiik miatt [98]. A
proteazokkal szembeni ellenalloképesség javitasara tobb modszer is rendelkezésre all,
példaul megfeleld6 D-aminosav alkalmazésa, a peptid kotés szubsztiticidja, az amino
csoportok cseréje imino csoportokra, ciklizdcio, nem hasithatd izosztérikus kotés
kialakitasa, terminalis-fedési eljaras (pl. N-terminalis vég acetilalasa, vagy a C-terminalis

karboxil-amidda alakitasa), vagy peptid mimetikumok alkalmazasa [99].

3.6.1. D-Aminosavak alkalmazasa a peptid szekvenciaban

A természetben megtalalhaté peptidek egészen kismértékdi in vivo stabilitassal
jellemezhetdk, ami korldtozza a terapids vagy diagnosztikai jellegli felhasznaldsukat.
Mivel a peptiddzok csak az L-aminosavakat ismerik fel, ezért ezt az elonyt kihasznalva
sokszor D-aminosavakat, vagy nem természetes aminosavakat épitenek be az eléallitani
kivant peptidekbe, mely altal stabilitasuk jelentésen novelhetd. Példaul a c¢(RGDxX)
pentapeptid analogok 4-es pozicioban D-fenilalanint (f = b-Phe), pb-tirozint (y = D-Tyr),
vagy D-triptofant (w = D-Trp) tartalmaznak, melyek elengedhetetlenck az avps
integrinekhez torténd kotdédés soran [99]. Ennek megfeleléen a kovetkezé modositott
RGD szarmazékokat, az cRGDfK és a cRGDyK peptideket, mint avfBs integrin
antagonistakat, elOszeretettel alkalmazzdk a kutatocsoportok a  kiilonb6zo
radiogyogyszerek eldallitasa soran. Ennek oka, hogy ezek a pentapeptidek nagy

affinitassal és szelektivitassal képesek kotddni az avps integrin receptorhoz [96].
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3.6.2. Pegilalas

A peptidek in vivo stabilitasat gyakran oligomerekhez, polimerekhez torténd
konjugalassal is biztositjak. A legelterjedtebb ilyen tipust modszer, amikor a peptidet
polietilén-glikol (PEG) révidebb, hosszabb fragmenséhez kapcsoljak kovalens kotésen
keresztiil [100]. A pegilalas késlelteti a peptidek eliminacigjat, azaltal, hogy a molekulaba
beépitett PEG egység hatdsdra megndé a molekulatomeg, igy a peptidek glomerularis
filtracioja visszaszorul, ezenkiviil a proteolizist is gatolja. Tehat a megfeleld hosszisagu
PEG egységgel torténd szerkezetmodositas noveli a peptidek bioldgiai felezési idejét
[101], igy noveli a célzott szovet radiofarmakon-felvételét. Példaul Chen és munkatarsa
[102] egy 8F izotoppal jelzett c(RGDyK) molekulat agytumor leképezésére alkalmaztak
¢s receptor specifikus tumorfelvétellel jellemeztek. Azonban a radiotracer hepatobiliaris
eliminécioja, valamint gyors kiliriilése a tumorbodl korlatozta a klinikai felhasznalasat.
Ennek kikiiszobolésére az eredeti molekulaba, a 4-[*®F]fluoro-benzoil ([*®F]FB)
prosztetikus csoport és az RGD k6zé PEG (M.W. 3400) egységet épitettek be (11. abra).
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11. dbra: [**F]FB-PEG-RGD szerkezete

U-87 MG tumormodellen végzett biodisztribucidos vizsgalatok alapjan
megallapitottak, hogy a pegilalt jelzett vegyiilet hamar kiiiriilt a vérbdl, ugyanakkor
lassabban tavozik a tumorbodl és igy magasabb a tumor radiofarmakon-felvétele (2,56 +
0,12 %ID/g, 2 h) az eredeti [*8F]JFB-RGD molekuldhoz képest (1,56 + 0,35 %ID/g, 2h).
Ezen kiviil a [*®F]FB-PEG-RGD kezdeti felhalmozodasa a vesében lényeges magasabb
volt, mint a [*®F]JFB-RGD-¢ (8,1 + 0,3 %ID/g vs. 3,2 £ 0,3 %ID/g 30 percnél) [84].
Ezekbdl az értékekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a pegilalt jelzett molekula a pegilalas

hatasara hidrofilebb lett és féleg vesén keresztiil iiriil ki, ami magasabb tumor-hattér
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aranyt eredményezett a PET képeken. Tehat a pegilalas jelentOsen javitotta az eredeti

molekula farmakolédgiai tulajdonsagait.

3.6.3. Konjugalas szénhidratokkal

A peptidek glikozilezése hidrofilebb szarmazékokat eredményez, ami kedvezden
befolyasolja a peptidek farmakokinetikai tulajdonsagait, tovabba noveli az enzimatikus
stabilitasukat, a fizioldgiai koriilmények kozott torténd oldhatosagukat és a bioldgiai
hozzaférhetoségiiket. Ezenkiviil a radiopeptidek szénhidrategységgel torténd modositasa
noveli a jelzett molekula vérkeringésben toltott idotartalmat, valamint a tumoros sejtekbe

A ciklikus RGD szarmazékok nagy affinitassal és szelektivitassal képesek kotddni az
avf3 integrin receptorhoz, azonban a vérbdl torténd gyors kitiriilésiik, illetve a magas m4j
¢és bélrendszeri felvételiik korlatozza ezen peptidek klinikai felhasznaldsat. Azonban, ha
az RGD peptid alapu radiotracerek szerkezetét szénhidrat egységgel modositjuk, akkor
jelentdsen javithatok az eredeti molekula farmakokinetikai tulajdonsagai, ami magasabb
tumorfelvételt, valamint tumor-hattéraranyt eredményezhet [103]. Példa erre a [‘®F]F-
Galacto-RGD radiofarmakon, amelyet Haubner és munkatarsai [104] allitottak el6 és ez
a molekula az elsé klinikai gyakorlatban is alkalmazott integrin specifikus PET
diagnosztikai 4gens. A glikopeptid prekurzor radiofluorozasat 4-nitrofenil-2-[*8F]fluoro-

propionattal valositottak meg (12. abra).
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12. dbra: [*®F]F-Galacto-RGD szerkezete
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A radiogyogyszer képalkoto és farmakoldgiai tulajdonsagait M21 human melanéma
xenograft modellen, valamint egér osteoszarkdman vizsgaltak. Mindkét esetben magas
tumorfelvételt tapasztaltak. A szervieloszlas vizsgalatok eredménye azt mutatta, hogy a
[®F]F-Galacto-RGD féként a vesén keresztiil iiriil, valamint gyorsan kivalasztodik a
vérbol és az izomszovetbdl is, amely kedvezo tumor-hattérarany értékeket eredményezett

[104].

3.7. RGD alapu radiofarmakonok

3.7.1. BF-jelzett RGD peptidek

Mivel a '8F felezési ideje jol korrelal a peptidek in vivo bioldgiai felezési idejével,
ezért szamos esetben alkalmaztak RGD peptidek radioaktiv jelzéséhez [105]. A peptidek
radiofluorozasa kihivast jelent a radiokémikusok szamara, mivel jelzésiik ugynevezett
prosztetikus csoportokon keresztiil valosithatd meg, amelybe a 8F radionuklid beépitése
nukleofil szubsztitiicidval torténik. Ezt kovetden ezt a radiojelzett molekulat konjugaljak
hozza a megfeleléen funkcionalizalt peptidhez [79].

Az elsé nyiltlancu radiofluorozott RGD peptid szarmazékot Bansal és munkatarsai
[106] allitottak eld. Az altaluk elvégzett biodisztribuciods vizsgalatok alapjan azonban ezek
a radiojelzett nyiltlancu peptidek gyorsan lebomlottak a szervezetben, anélkiil, hogy
specifikus halmozodéast mutattak volna a tumorban. Ezt a jelenséget a szervezetben
jelenlévd peptidazoknak tulajdonitottdk. Ezen kiviil fokozott maj-és vesefelvételt is
tapasztaltak.

Az enzimatikus hasitassal szembeni ellenallo képességet a nyiltlanci RGD peptidek
(pl. d-Phe) biztosithatja, tovabba megoldast kellett talalni a hepatobiliaris kivalasztodas
csokkentésére is. Ezt a peptidek kiilonb6z6 kémiai modositasaval érték el, példaul
glikozilacioval (pl. a korabban mar emlitett [*8F]F-Galacto-RGD [104]), hidrofil
aminosavak bevitelével, illetve polietilén-glikollal (PEG) torténé konjugalassal. Ezek a
kémiai mddositasok novelték a molekulak hidrofil jellegét, ezaltal a kivalasztodas a vese

iranyaba tolodott. Erre példa a GE Healthcare altal fejlesztett integrin-specifikus PET
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radiofarmakon, a [‘®F]fluciclatide [107], amellyel mar Klinikai vizsgalatokat is végeztek.
A radioszintézis prekurzora az aminooxi csoportot tartalmazé6 RGD peptid szarmazék,
melyet AH111585-nek neveztek el. A molekula radiofluorozasahoz p-[*8F]fluoro-

benzaldehid prosztetikus csoportot alkalmaztak (13. abra).
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13. dabra: [*®F]fluciclatide szerkezete

Az eldallitott radiogyodgyszer elényds farmakokinetikai tulajdonsagai valoszintileg a
PEG egység beépitésének koszonhetok, mig a diszulfid hid a degradacié minimalizalasat
segitette el6. Human vizsgalatok [108] soran kiillonbozé mértékii radiofarmakon-felvételt
tapasztaltak a 1ézidkban, azonban standardizalt felvételi értékek (SUV) minden esetben
2.0 és 40.0 kozott voltak. Ezek az értékek jol korrelaltak a [*®F]F-Galacto-RGD

alkalmazasa soran kapott értékekkel.

3.7.2. ®8Ga-jelzett RGD szdrmazékok

3.7.2.1. Monomerek

A peptidek radiojelzését jelentdsen egyszeriisitették a komplexképzésen alapul6d
modszerek. A pozitron sugarzd %Ga fémizotép megfeleld nukledris tulajdonsagokkal
rendelkezik a PET képalkotashoz, kozel 68 perces felezési ideje pedig jol korrelal a kis
molekulasulyt peptidek bioldgiai felezési idejével. Mindezen tulajdonsagok alapjén,
szamos %Ga-jelzett RGD peptid analog eléallitasaval talalkozhatunk az irodalomban.

Jeong és munkatarsai [109] irtdk le a %8Ga-NOTA-RGD radiofarmakon szintézisét. A
prekurzor molekula eléallitasat, a ciklikus pentapeptid, nevezetesen c(RGDyK) peptid

lizin oldallancanak amino csoportja, valamint a tioizocianato-benzil csoporttal
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funkcionalizalt NOTA bifunkcidos kelator kozotti tiokarbamid kotés kialakitasaval

valositottak meg (14. abra).
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14. abra: NOTA-RGD szerkezete

Az eléallitott %8Ga-NOTA-RGD hatékonysagat human vastagbélrak (SNU-C4)
xenograft modellen végezték. A biodisztribucios vizsgélatok alapjan magas tumor/hattér
aranyokat (tumor/izom (T/M) 9,3; tumor/vér (T/B) 10,3) mértek [109]. Az els6 klinikai
vizsgélat soran 6 méjattéttel rendelkezé vastagbél-daganatos beteget vizsgaltak [*8F]F-
FDG-vel, valamint [%®Ga]Ga-NOTA-RGD-vel [110]. Harom paciensnél kdzepesen
emelkedett tumorfelvételi értékeket mértek a majattéteknél, a masik harom beteg
vizsgalati eredménye azonban negativ volt. Az antiangiogenikus terapiat (FOLFOX,
bevacizumab) kovetden ismételten megvizsgaltdk a klinikai tanulmanyba bevont 6
beteget. A PET felvételek alapjan megallapitottdk, hogy azoknal a betegeknél, akiknél a
terapia elétt emelkedett [*®Ga]Ga-NOTA-RGD tumorfelvételt tapasztaltak, részlegesen
reagaltak a kezelésre. A masik harom beteg esetében, akik [%8Ga]Ga-NOTA-RGD
radiofarmakonnal végezett PET felvétele negativ volt az antiangiogenikus terapia eldtt a
kezelés hatastalannak bizonyult [110].

Decristoforo és kollégai [111] irtak le a [®3Ga]Ga-DOTA-RGD radiotracer (15. 4bra)
szintézisét. A ¢(RGDfK) pentapeptidet terc-butil-észter csoportokkal szelektiven védett

35



DOTA keléatorhoz konjugaltak, kapcsoloszerként HATU-t, a racemizéacio csOkkentésére
1-hidroxi-7-azabenzotriazolt, bazisként diizopropil-etilamint, oldészerként pedig N,N-

dimetil-formamidot alkalmaztak.
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15. dbra: DOTA-RGD szerkezete

Az in vivo preklinikai vizsgalatokat M21 human melanoma xenograft modellen
végezték. A szervi eloszlas vizsgalat és a PET felvételek alapjan elmondhato, hogy a
[8Ga]Ga-DOTA-RGD dusult az avBs pozitiv M21 melanéma tumoros sejtekben, de
ugyanakkor alacsonyabb tumor-hattér arany jellemzi a [*®F]F-Galacto-RGD-hez képest
[111].

3.7.2.2. Multimerek

A tumor radiofarmakon-felvételének a javitasara szolgal6 egyik hatékony modszer az
ugynevezett multimerizacid, amikor a jelzett vegyiilet tobb vektormolekula részletet
tartalmaz. Ebben a fejezetben ilyen tipusu RGD szarmazékokat mutatok be. Példaul a
[°8Ga]Ga-NOTA-RGD2 (16. 4bra) és a [®Ga]Ga-NOTA-RGD4 (17. abra) multimerek
szintézisét és biologiai vizsgalatat Li €s munkatarsai [112] publikaltak. A dimer és
tetramer RGD peptid analdgokat p-SCN-Bn-NOTA kelatorhoz konjugéaltdk NaHCOs3
pufferben (pH =9).
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16. abra: NOTA-RGD2 szerkezete

A preklinikai vizsgalatokhoz human glioblasztoma U8S87MG xenograft modellt
alkalmaztak. Standard vegyiiletként pedig a [*®Ga]Ga-NOTA-RGD-t hasznaltak. Az
elvégzett biologiai vizsgalatok alapjan azt tapasztaltak, hogy mindharom radiofarmakon

kivalo tumorfelvételt mutatott, valamint a vesén keresztiil tiriilt.
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17. abra: NOTA-RGD4 szerkezete

A legmagasabb tumorfelvételi értékeket [°®Ga]Ga-NOTA-RGD4 radiotracer esetében
tapasztaltak, ezt kovette a [8Ga]Ga-NOTA-RGD2, majd a standardként alkalmazott
[°8Ga]Ga-NOTA-RGD. Azonban [®Ga]Ga-NOTA-RGD4 vesefelvételi értéke majdnem
a kétszerese volt a mésik két radiofarmakonhoz viszonyitva, ezért a [®®Ga]Ga-NOTA-
RGD4 radiotracer klinikai alkalmazasat nem javasoljak [112].

Liu és munkatarsai [113] tovabb folytattak a kutatast, céljuk az avps integrin
receptorhoz vald kotddés novelése, valamint a farmakokinetikai tulajdonsagok javitasa
volt. Ennek érdekében két uj E[c(RGDfK)]2 dimer peptid szarmazékot fejlesztettek Ki. A
glicin-glicin-glicin (Glys) tripeptid szekvenciat tartalmazé E[Glys-c(RGDfK)]-t (18.
abra), valamint az oligoetilénglikol (PEGa) egységeket tartalmazo E[P4-c(RDGTK)]2
peptidet (19. abra).

38



18. abra: NOTA-G3-RGD; szerkezete

Mindkét RGD szarmazékot p-SCN-NOTA kelatorhoz konjugaltak a fentebb mar
emlitett modon. Referencia vegyiiletként a NOTA-RGD> dimert alkalmaztak. A biologiai
vizsgalatok alapjan megallapitottak, hogy a két uj [*3Ga]Ga-NOTA-G3-RGD,, valamint a
[°8Ga]Ga-NOTA-P4-RGD; radiotracer nagyobb affinitissal kotddik az avPs integrin

receptorhoz, mint a referencia vegyiilet.
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19. dbra: NOTA-P4+-RGD; szerkezete

Ez valosziniisithetden annak kdszonhetd, hogy a linkerek (Glys, PEG4) beépitésével

az RGD peptid egységek kozott megndvelték a tavolsagot. Ezen kiviil a [3Ga]Ga-NOTA-
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G3-RGD,, valamint a [®Ga]Ga-NOTA-Ps,-RGD, radiofarmakonok a beépitett
linkereknek kdszonhetdéen kivald farmakokinetikai tulajdonsagokkal is rendelkeznek,
tehat igéretes jeloltek lehetnek a klinikai felhasznalas szempontjabol [113].

Notni és kutatocsoportja fejlesztette ki a [®Ga]Ga-TRAP-(RGD)s, mésnéven a
[*8Ga]Ga-Avebetrin radiofarmakon szintézisét [114] (20. abra).
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20. dbra: TRAP-RGDs szerkezete

Az Ttjonnan eldallitott vegylilet avPBs integrin receptorhoz vald kotodeését
osszehasonlitottak a [®F]F-Galacto-RGD-vel, valamint a [®®Ga]Ga-NOTA-RGD-vel. A
kapott eredmény alapjan a [®Ga]Ga-TRAP-(RGD); affinitasa az avps integrin felé 7,3-
szor volt nagyobb, mint a [*8F]F-Galacto-RGD-jé, valamint 7,6-szor volt nagyobb, mint
a [®Ga]Ga-NOTA-RGD-jé. A bioldgiai vizsgalatokat M21/M21L human melanoma
xenograft modellen végezték. A [8Ga]Ga-TRAP-(RGD); tumorfelvétele (6.08+ 0.63%
ID/g) szignifikiansan magasabb volt, mint a [*®F]F-Galacto-RGD (1.35+0.53% ID/g), és
[°8Ga]Ga-NOTA-RGD (1.45+0.11% ID/g) radiofarmakonoké. Ezen kiviil a [®Ga]Ga-
TRAP-(RGD)s kivalé farmakokinetikai tulajdonsagokkal rendelkezik, ugyanis a vesén
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keresztiil triil, valamint magas in Vvivo stabilitassal is jellemezhetd, ezért alkalmas

radiofarmakon az avfs kimutatasara PET képalkotassal [114].

3.7.2.3. Heterodimer

A tumor radiofarmakon-felvételét novelni lehet tgynevezett kettés targetalasu,
heterodimer radiotracerek alkalmazasaval is. A mddszer azon a megfigyelésen alapul,
hogy egyes tumor tipusok képesek kiilonboz6 receptorokat nagyobb mértékben
expresszalni. Erre jo példa az androgén-fiiggetlen prosztatarak, amely nagymértékben
fejezi ki az avPs integrin, valamint a gasztrin releasing peptid receptorokat (GRPR).
Ennek a tumortipusnak a kimutatasara fejlesztették ki a pozitronsugarzé *Ga-jelzett

bombesin (BBN) és RGD alapa heterodimer radiofarmakont [115] (21. abra).
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21. abra: NOTA-BBN-RGD szerkezete

A bombesin analég a GRPR-hez, mig az RGD szarmazék az avfBs integrin receptorhoz
kotddik nagy affinitassal és szelektivitassal. A referencia vegyiiletek eldallitasakor az
RGD, valamint BBN peptid analogot p-SCN-NOTA kelatorhoz konjugaltak kiilon-kiilon,
tovabba ezt a kelatort alkalmaztak a heterodimer eléallitasakor is. A radiofarmakonok
hatékonysagat human prosztatarak (PC-3) xenograft modellen vizsgaltak. Az in vivo PET
felvételeken a [*3Ga]Ga-NOTA-BBN-RGD tumorfelvétele magasabb volt, mint a két
referencia vegyiileté, de a [®®Ga]Ga-NOTA-RGD standardhez viszonyitva sokkal

magasabb volt a heterodimer radiofarmakon tumor akkumulécidja. Tovabba a
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heterodimer farmakologiai tulajdonsagai is javultak a monomerekhez képest [115]. A
[8Ga]Ga-NOTA-BBN-RGD heterodimerrel klinikai vizsgalatokat is végeztek [116],
amely alapjan a radiofarmakon biztonsagosnak és hatékonynak bizonyult mind a primer
¢s mind a nyirokcsomd és csontattétes prosztatardk kimutatdsdra PET képalkotassal,
valamint felhasznalasaval hasznos informacié nyerheté a tumor stadiumbeosztasarol,

valamint a terapiara adott valasz hatékonysagarol.

3.8. NGR alapu radiofarmakonok

3.8.1. Monomerek

Az irodalomban fellelheté néhany kiilonb6z6 bifunkcids kelatorokhoz konjugalt NGR
peptid szarmazék eléallitasa és in vivo vizsgalata, melyeket altalaban PET képalkotast
lehetévé tévo pozitron emittald ®Ga vagy ®4Cu radiofémekkel jelzettek.

Zhang és munkatéarsai [117] egy *®Ga-jelzett nyiltlanci NGR szarmazék képalkotd
tulajdonsagait vizsgaltdk. A nyiltlanch NGR peptid analégot DOTA kelatorhoz
konjugaltdk (22. 4bra), majd az igy eldallitott DOTA-NGR prekurzort ®Ga izotoppal
jelolték.
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22. abra: DOTA-NGR szerkezete
A preklinikai vizsgalatokhoz APN/CD13-pozitiv human kissejtes tiidékarcinoma
(A549) xenograft modellt alkalmaztak. A biodisztribucids vizsgalatok soran azt

tapasztaltak, hogy a [°®Ga]Ga-DOTA-NGR radiotracer viszonylag gyorsan tavozik a

vérbdl, illetve foként a vesén keresztiil tiriil. A tobbi szervben, féleg a hasi részen alacsony
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volt a radiofarmakon-felvétel. A microPET vizsgalat bebizonyitotta, hogy a [3Ga]Ga-
DOTA-NGR képes specifikusan kotddni a APN/CD13 pozitiv tumorokhoz, ugyanis az
A549 sejtekkel oltott egerek PET felvételein jol lathato radiofarmakon dusulast mutattak
ki a tumorokban [117].

Shao és kollégai [118] fejlesztették ki a [*3Ga]Ga-NOTA-Gs-cNGR radiotracert (23.
abra).
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23. abra: NOTA-G3-cNGR szerkezete

A disszulfid hid segitségével ciklizalt cNGR peptid stabilitasat, és biologiai felezési
idejét a glicin-glicin-glicin szekvencia beépitésével tervezték javitani. Az eldallitott
radiotracert humén fibroszarkdbma HT-1080 xenograft modellen vizsgaltdk. A
radiofarmakon tumorfelvétele 30 perccel az injektalas utan mar 6,30 + 2,27 ID/g% vollt,

tovabba a tumor/izom (T/M = 7,39 + 2,20) arany is megfelelének bizonyult [118].

3.8.2. Heterodimer

Gai és munkatarsai [119] allitottak eld a radiojelzett [°8Ga]Ga-NOTA-RGD-NGR
heterodimert (24. abra), mely egyarant képes kotédni az avpPs integrin, valamint az
APN/CD13 receptorokhoz. A NO2AtBu-N3 (NOTA szarmazék) kelatorhoz kiilonb6zo
modon konjugaltdk a cRGD, valamint ctNGR peptidet. A pegilalt cRGD szarmazékot
amid kotéssel kapcsoltdk a NOTA komplexképzéhoz, mig a ctNGR peptidet elézetesen
egy pegilalt feszilt gyiris ciklononannal funkcionalizaltak, majd gytrtfesziiltség

indukalta klikk reakci6 segitségével kapcsoltdk a NOTA kelatorhoz.
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24. abra: NOTA-RGD-NGR szerkezete

A radiojelzett [*®Ga]Ga-NOTA-RGD-NGR hidrofil sajitsagn, amelyet mind a
biodisztirblcids vizsgalatok, mind az oktanol/viz megoszlasi hdnyados meghatarozasa is
alatamasztott. Az in vivo PET/CT képalkotas soran a radiotracer dusult a vizsgalt

crer

[119].

3.9. Radiojelzett galektin-3 inhibitorok

Deutscher és munkatarsai [120, 121] radiojeldlték a fag display altal kivalasztott Gal-
3 inhibitorokat, a G3-C12 (ANTPCGPYTHDCPVKR) peptidet, valamint a gal-3SP
(PPPKGDVHTNRTYACC) peptidet, amelyeket glicin-szerin-glicin tripeptid spaceren
keresztiil konjugéltak a DOTA kelatorhoz szilard fazisu peptidszintézis soran. Az
eléallitott DOTA-(GSG)-G3-C12, és DOTA-(GSG)-gal-3SP prekurzorokat gamma
sugarzo 1n radionukliddal (ti2 = 2.8 nap) jeldltéek. Az [*In]In-DOTA-(GSG)-G3-C12
radiotracert magas, 65,4 GBg/umol molaris aktivitassal allitottak el6. Az in vivo
biodisztriblicios vizsgalatokat, valamint a SPECT képalkotast human MDA-MB-435
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mellrak [120], valamint human PC3-M prosztata karcinoma xenograft modelleken [121]
végezték. Mindkét esetben jO tumorfelvételi értékeket tapasztaltak, valamint a
radiofarmakonok gyorsan kitiriiltek a vérbdl és a vesén keresztiil tavoztak a szervezetbdl.
MicroSPECT/CT felvételeken a PC-3M, valamint az MDA-MB-435 tumorok jol
vizualizalhatoak voltak. Tehat az elvégzett preklinikai vizsgalatok alapjan az eléallitott

[***In]In-DOTA-(GSG)-G3-C12 alkalmas a galektin-3 pozitiv tumorok kimutatasara.
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25. dbra: DOTA-(GSG)-G3-C12 szerkezete
Bratteby és munkatarsai [122] két glikomimetikus gyogyszerjelolt, az idiopatias
tidofibrozis kezelésére javasolt TD139 diszacharid, valamint a tiid6 adenokarcinoma
kezelését szolgalo GB1107 monoszacharid radiofluorozott analdgjainak in vivo
farmakokinetikajat vizsgaltak PET képalkotassal (26-27. abra).
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26. abra: A TD139 diszacharid és ‘®F-jelzett analégjanak szerkezete

Elész0r megvizsgaltak a tervezett nem radioaktiv fluorozott analdgok affinités
profiljat és osszehasonlitottak az eredeti molekulakéval. A TD139 helyettesitésére szant
vegyiilet hasonld mértékeben k6tddott a galektin-3 fehérjéhez, mint a TD139 (Kg=5nM
¢s 2 nM). A GB1107 monoszacharid helyettesitésére szant molekula 10-szer gyengébben
kot6dott a galektin-3-hoz, mint az eredeti vegyiilet (Kg =357 nM és 37 nM).

F
F
OH
HO 18F. OH
o HO
F
= o
/N =
N§N OH N< /N
S. : cl N OH & : cl

Cl cl

27. abra: A GB1107 monoszacharid és ®F-jelzett analégjanak szerkezete
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A radiofluorozott vegyiileteket magas radiokémiai tisztasaggal allitottak el6. Az in
Vivo biodisztribicios vizsgalatok alapjan a két gyogyszerjelolt eltéré szisztémas
hatékonysaggal jellemezhetd, ugyanis a TD139 molekulat helyettesité radiojelzett
szarmaz¢ék hamar kivalasztodott, mig a GB1107 monoszacharidot helyettesitd PET tracer
lassabban tiriilt ki a szervezetbdl, igy az utobbi alkalmas a szisztémas felhasznalasra. A
PET felvételeken azt tapasztaltdk, hogy egyik radiofluorozott vegyiilet sem alkalmas a
galektin-3 expresszi6 kimutatasara hasnyalmirigyrak esetén, ugyanis a radiofluorozott
diszacharid talsagosan gyorsan eliminalodott a szervezetbdl, mig a monoszacharid lasst
eliminacidja jelentésen rontotta a tumor-hattéraranyt [122].

D’Alessandria és munkatarsai [123] irtak le a DFO komplexképzdvel konjugalt Gal-
3 specifikus monoklondlis patkany antitest (M3/38) %Zr radionukliddal torténd
radiokémiai jelzését és preklinikai vizsgalatat. Az in vivo immunoPET vizsgalatokat
harom kiilonb6z6 pajzsmirigy daganat modellen végezték el. Az FRO82-1, a WR082-1,
és a BCPAP daganatos sejtekkel oltott egerek farokvénajaba injektaltak a 8Zr-mal jelslt
monoklonalis antitestet, majd 48 6ra mulva készitették el a PET felvételeket. A statikus
PET/CT felvételek magas tumor/hattér arannyal voltak jellemezhetok, amelyeken jol
elkiilonithetd volt a tumor elhelyezkedése. Tehat az eldallitott immunoPET

radiofarmakon alkalmas a Gal-3 pozitiv pajzsmirigyrak detektalasara [123].
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4. Eredmények
4.1. Célkitiizés

A kutatdomunka soran 8Ga-jelzett laktozamin tartalma PET diagnosztikai agensek
eloallitasat tiztik ki célul. A laktézamin egység beépitésével egyrészt peptid alapu
radiofarmakonok farmakologiai tulajdonsagait szerettilk volna javitani, masrészt a
daganatok progresszidjaban fontos szerepet betoltd galektin-3 receptort nagyobb
mértékben  expresszald  tumorok  kimutatdsdra alkalmas laktézamin alapu
radiogyogyszerek fejlesztését terveztiik. Mivel a laktdozamin ismert liganduma a Gal-3
receptornak, ezért a peptid vektor molekulat és laktozamin szarmazékot is tartalmazo
jelzett vegyliletek kettds targetalast tesznek lehetdvé, és ez a modszer novelheti a tumor
radiofarmakon-felvételét [115]. Ezeket a vegyiileteket heterodimereknek is nevezik,
szintézisiikhoz pedig az irodalombol ismert, angiogenezis kimutatasara szolgaldé cRGD
valamint ctNGR peptid szarmazékokat valasztottuk. Mindkét peptidre magas majfelvétel
jellemz6, amely kedvezétleniil befolyasolja a klinikai felhasznalast [103]. Mivel a
peptidek kis molekulasulyuk miatt, valamint a szervezetben jelenlévé proteazok
kovetkeztében rovid biologiai felezési idovel is rendelkeznek, ezért a jelzett vegytiletek
farmakokinetikai tulajdonsagainak javitasara a glikozilacid6 mellett pegilalast is
alkalmaztunk.

A heterodimer radiofarmakon eléallitisahoz a szintézis-stratégia a kovetkezo volt. A
laktézamin konjugalasat a peptid molekulahoz klikk reakcioval terveztiik, ezért azido-
propil aglikonnal lattuk el. Mig a bifunkcios kelatort a laktozamin amino csoportjahoz
terveztiik kapcsolni.

A kutatdbmunka soran eldallitott jelzett laktozamin szarmazékok biologiai vizsgalata
alapjan nyilvanvaléva valt, hogy hatékony, a Gal-3 receptor kimutatisara alkalmas
radiofarmakon eldallitasahoz sziikség van arra, hogy a laktézamin egység affinitasat
noveljik a galektin-3 fehérjéhez, amelyet kémiai modositassal terveztiikk megvalositani.
Irodalmi adatok alapjan a galaktoz egység C-3’ pozicidba torténd aromas szubsztituens
beépitésével hatékonyan lehet novelni a laktdzamin galektin-3 receptorhoz torténd

kotoédését. Erre a célra (2-naftil)metil csoportot valasztottuk, amelyet a laktézamin 3’-
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hidroxil csoportjanak regioszelektiv —alkilezésével terveztik kialakitani, annak
reményében, hogy az ily modon modositott, valamint pozitron sugarzé izotdppal jelzett
szarmazékok alkalmasak lesznek a galektin-3 pozitiv tumor sejtek detektalasara PET

képalkotassal.

4.2. NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]2 szintézise és radiokémiai jelzése 58Ga
izotoppal

4.2.1. Kémiai szintézis

A szintézist a 6-os funkcionalizalt laktézamin szarmazék el6allitasaval kezdtiik,
amelyet a kdvetkez6 modon valodsitottunk meg: kiindulasi vegyiiletnek a 3-azido-propil-
2-dezoxi-2-N-ftalimido-B-D-gliikopiranozid (1) [62] valasztottuk, melynek 6’-OH
csoportjat terc-butil-difenil-szilileztiikk. A 3-as és 4-es helyzetben védbcsoportot nem
tartalmazo 2-ftalimido-gliikozamin akceptorok regioszelektiv (1—4)-glikozilezésérol
Ellervik és Magnusson szamolt be el6szor [124], majd S6rme és munkatarsai [63] is
sikeresen alkalmaztak ezt a modszert laktozamin alapu Gal-3 inhibitorok el6allitasara. A
fent emlitett irodalmi eredmények alapjan az eldallitott 2-es glikozil akceptort
regioszelektiven glikozileztiik 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galaktopiranozil
trikloracetimidattal (3) [125]. A glikozilezési reakciot szaraz diklormetanban -50 °C-on
hajtottuk végre, promotorként trimetilszilil-trifluor-metanszulfonatot alkalmaztunk. A

reakcié soran 64 %-os hozammal allitottuk el6 a 4-es (1—4)-regioizomert (28. abra).
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28. abra

Az eldallitott 4-es vegyiilet NMR adatai alapjan nem volt egyértelmii, hogy melyik
hidroxil csoportot glikozileztiik. Ezért a glikozilezési reakcid regioszelektivitasat ugy

igazoltuk, hogy az eldallitott vegyiilet egy kis részletét ecetsavanhidrid és piridin
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elegyében acetileztiik. A kapott vegyiilet NMR spektrumabol mar egyértelmiien kideriilt,
hogy a glikozilezési reakcidban az (1—4)-regioizomer képz6dott, mivel az acetilezési
reakci6 soran képzodott termék H-3 protonjanak kémiai eltolodéasa a korabbi 4,45 ppm-
6l 5,73 ppm-re valtozott, ami egyértelmiien jelezte, hogy a 3-as hidroxil csoport
acetilez6dése jatszodott le. A szerkezetigazolashoz el6allitott 3-azidopropil-2,3,4,6-tetra-
O-acetil-B-D-galaktopiranozil-(1—4)-3-O-acetil-6-O-terc-butil-difenil-szilil-2-dezoxi-2-
ftalimido-B-D-gliikopiranozid NMR adatai az 1-es tablazatban talalhatok meg. A

reakcidelegy TLC kromatogramjan nem tudtuk detektalni az (1—3)-regioizomert.

Tablazat 1. 3-Azidopropil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-$-D-galaktopiranozil-(1—4)-3-O-acetil-6-O-terc-butil-
difenil-szilil-2-dezoxi-2-ftalimido--D-gliikopiranozid NMR adatai (6 [ppm], J [Hz])

o H 3 13C

Glcp
1 5,35 (J12 = 8,5) 97,91
2 4,25 (Jo3=11) 55,12
3 5,73 (Js4 = 9) 71,22
4 4,20 (J45=9) 74,99
5 3,60-3,47 75,24
6 4,04-3,97 61,33

Galp
1 4,86 (J12 = 8) 100,35
2 5,08 (J23 = 10) 69,35
3 4,92 (J34=3,5) 70,80
4 5,32-5,31 67,01
5 3,81-3,74 70,72
6 4,16-4,08 61,19

A 2-es akceptor molekula 4-es hidroxil csoportjanak regioszelektiv glikozilezése
valosziniileg azért valosulhat meg, mert a 2-es pozicioban 1évo ftalimido csoport sztérikus
akadalyt képezve csokkenti a 3-as hidroxil csoport hozzaférhetdségét és igy reaktivitasat.

A kovetkezO 1épésekben a 4-es diszacharidrol eltavolitottuk a védGcsoportokat.
Elészor az acetil és ftalimido véddcsoportokat etiléndiaminnal, etanolban torténd

refluxaltatassal tavolitottuk el, melynek eredményeként megkaptuk az 5-6s vegyiiletet.
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Ezt kovetéen a terc-butil-difenil-szilil védécsoport trifluorecetsavval torténd savas

hidrolizisét valésitottuk meg, igy nyertiik a 6-os laktozamin szarmazékot (29. abra).

OH
HzN\/\an 0SiPh,C(CH;); Ho ) OH
o
4 —> —> o}
EtOH O(CH;)3N3 RT,24h HO HO O(CH;)3N3
65°C,48 h OH NH,
64% 98%
5 6

29. abra

A radiokémiai jelzéshez az eldallitott 6-os laktézamin szarmazékot NODAGA-N-
szukcimidil észter (7) bifunkcios keldtorhoz konjugéltuk. A Ga®* ion 6-os koordinacios
szdmmal rendelkezik [126], ezt figyelembe véve valasztottuk a kisebb gytiriméretii 1,4,7-
triazaciklononan vazzal rendelkezé makrociklusos komplexképz6t a prekurzor
szintéziséhez, mert igy a %Ga radionukliddal torténd radiokémiai jelzések alacsonyabb
hémérsékleten, valamint kisebb ligand koncentracidé mellett is jo hatasfokkal
megvalosithatok. Az eldallitott 6-0s laktozamin szarmazék szabad amino csoportjat
dimetil-szulfoxid és 0,1 M-os borat puffer elegyében konjugaltuk a NODAGA-NHS
észterhez (7) amid kotés kialakitasan keresztiil, igy allitottuk el6 a 8-as vegyiiletet (30.
abra)

[0} OH
o oH \,-oH DMSO HO OH
o M OH C 0 0,1 M borat 0 o
W\ puffer HO o O(CH,)sN;
0 o —_— HO
o - O(CHgNs C 10°C, 24 h OH \H. o

HO OH
H 28% /
OH NH, K /"°§O
HO\C

7 s K/N\j/c/ OH

/\\

30. dbra

Annak érdekében, hogy a radiokémiai jelzést ne zavarjdk az esetleges
fémszennyezddések, a E[c(RGDfK)]2 (9) peptidet rézmentes, gyurifesziiltség indukalta
klikk reakcio segitségével terveztiik hozzakapcsolni a kelator konjugalt 8-as laktozamin
szarmazékhoz. Ennek a bioortogonalis, 1,3-dipolaris azid-alkin cikloaddiciés (SPAAC)
reakciotipusnak a kifejlesztése Bertozzi és munkatarsai nevéhez fiizddik [127]. A reakciod
hajtoerejét a rézionok helyett a ciklooktinban fellépd gytiriifesziiltség biztositja. A klikk
reakcio kivitelezéséhez a glikopeptid eldallitasdhoz sziikséges peptidet egy

dibenzociklooktin (DBCO) szarmazékkal funkcionalizaltuk. Ennek megfeleléen az
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E[c(RGDfK)]. (9) dimer peptidet dimetil-szulfoxidban konjugaltuk a kereskedelmi
forgalomban kaphaté DBCO-N-szukciminidil észterrel (10), bazisként diizopropil-
etilamint alkalmaztunk és kaptuk a 11-es vegyiiletet (31. abra).

COOH

° § o §cm
wyw gys fﬂ pye

NH NH

Q(\o
DIPEA, DMSO J\/\(
—_— >
RT,24h
: 21,7%

HN_NH HN_NH

N/\/ NH HN N/\/ NH HN
f 71© f m

COOH COOH

H H

9 L

31. dbra

Ezutan a dibenzociklooktin egységet tartalmazo 11-es peptidet SPAAC reakcioval
dimetil-szulfoxidban a 8-as laktézamin szarmazékhoz kapcsoltuk. A reakcid
eredményeként megkaptuk a 12-es NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. glikopeptidet (32.
abra).

COOH



Ezt kovetden az eléallitott 12-es prekurzor molekula radiokémiai vizsgalatat

valositottuk meg.

4.2.2. Radiokemia

A 12-es prekurzort pozitron sugarzo, 8Ge/%®Ga generatorbol nyert [*3Ga]GaCls-dal
jeloltiik. Pufferként 3 M-os ammoénium-acetatot (pH 4) alkalmaztunk, majd az adott
prekurzor 1 mg/ml-es vizes oldatat adtuk a pufferalt [*®Ga]GaCls oldathoz. A radiokémiai
jelzés optimalizalasat a ligand koncentracid €s a reakcido hémérséklet valtoztatasaval
valositottuk meg. A radiojelzések hozamat a nyers reakcidelegyek analitikai radio-HPLC
kromatogramjai alapjan meghatarozott radiokémiai tisztasadg értékével adtuk meg. Az
elvégzett radiokémiai jelzéseket minden esetben haromszor ismételtik meg. A
legmagasabb radiokémiai jelzési hozamot a 32 puM-os ligand koncentracional

tapasztaltuk, mig a reakci6id6 15 perc, a reakciohémérséklet pedig 95 °C volt (33. abra).

800.00+

—6.885

[68Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)],

mv

e

Az alacsonyabb prekurzor koncentraciok mellett lassabb radiojelzési kinetikat
tapasztaltunk, azonban a legkisebb ligand koncentracié (10 pM) esetében is kozel 85%-

os jelzési hatékonysagot allapitottunk meg.
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2. tablazat A radiojelzés hatékonysaganak vizsgalata kiilonbozé ligand koncentraciok mellett (15 perc, 95

°Con=23)
Ligand koncentrdcio (uM) Jelzési hozam (%)
10 85,96 + 5,02
17 90,80+ 1,51
23 92,82+ 1,13
32 95,02+ 0,62

Az eldz6 kisérletsorozat sordn a 32 pM-os prekurzor koncentracid bizonyult
leghatékonyabbnak, ezért ezt a ligand koncentraciot alkalmaztuk a tovabbi radiokémiai
vizsgalatokhoz. A reakciohdmérséklet valtoztatasa szobahdmérsékletrdl 95 °C-ra jelentds
kiilonbséget eredményezett a radiokémiai jelzés hatékonysagaban. A vizsgalt
koriilmények koziil a 95 °C-os reakcidohdmérsékletet, valamint a 15 perces inkubacids id6t
talaltuk legmegfelelébbnek a [®3Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. glikopeptid
eléallitasara, ugyanakkor a 60 °C-on torténd radiokémiai jelzés is megfeleld jelzési
hatékonysagot eredményezett (~92%). SzobahOmérsékleten nem tapasztaltunk
radiojelzést, mig 37 °C-on minimalis, 8,53 %-os radiokémiai tisztasagot allapitottunk meg

a radio-HPLC-vel végzett mérés soran. Az eredményeket a 3. tablazat foglalja Gssze.

3. tablazat A radiojelzés hatasossaganak vizsgalata kiilonbozé homérsékleten 32 M ligand koncentracio
mellett, 15 perces inkubdcios idével (n=3)

Hdémeérséklet (°C) Jelzési hozam (%)
szobahomérséklet 0
37 8,53+ 7,06
60 92,84 + 0,96
80 94,26 £ 0,72
95 95,02+ 0,62

Ezutan az optimalizacioés kisérletek sordn meghatdrozott koriilmények kozott

allitottuk elé a [*®Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. radiofarmakont a tovabbi
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radiokémiai vizsgalatokhoz, majd a jelolt komplexet szilard fazisu extrakcioval
tisztitottuk forditott fazist Oasis HLB Icc oszlopon. A tisztitott radiotracer radiokémiai
tisztasagat forditott fazisu radio-HPLC-vel hataroztuk meg. A radiokromatogram alapjan
megallapitott radiokémiai tisztasag érték meghaladta a 99%-ot.

A %8Ga-jelzett vegyiilet mindség ellendrzését az analitikai radio-HPLC-s modszeren
kiviil, radio-TLC-vel is vizsgaltuk (34. abra). A vékonyréteg kromatografias modszer
soran iTLC réteget alkalmaztunk all6 fazisként és eluensként pedig 0,5 M-os citrat puffert
(pH =5,5) hasznaltunk. A tisztitott jelzett komplex radiokémiai tisztasdga ebben az
esetben is meghaladta a 99%-ot. Tehat a két radioanalitikai modszer eredménye jol

korrelalt egymassal.

68Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]2

34. abra: A jelzett glikopeptid radiokémiai tisztasagdanak vizsgalata; A: [®Ga]GacCls oldat radioTLC
kromatogramja, B: [%8Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. radioTLC kromatogramja

Ezenkiviil meghataroztuk a [*®Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. glikopeptid
oktanol/viz megoszlasi hanyadosat (logP), melynek értéke -2,58, ami alapjan a
radiojelzett vegyiilet hidrofil. A jelzett komplex stabilitasat a kdvetkezé koriilmények
kozott vizsgaltuk. A [3Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]2-t human szérummal,
Na2EDTA (0,01 M), valamint oxalsav (0,01 M) oldatokkal inkubaltuk
szobahdmérsékleten kiilon-kiilon és az elegyekbél mintat vettiink kiillonbozo

idépontokban (0, 60, 120 perc), amelyeket radio-HPLC-vel analizaltunk (35-37. abra).
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35. abra: A tisztitott [®Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)], vegyiilet stabilitas vizsgalata 0,01 M

Na.EDTA oldatban.
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36. abra: A tisztitott [®Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)], vegyiilet stabilitas vizsgalata 0,01 M
oxalsav oldatban.
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37. abra: A tisztitott [®Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. vegyiilet stabilitds vizsgdlata human
szérumban.

A radio-HPLC kromatogramok alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy mindharom
vizsgalt koriilmény kozott 2 ra utan sem tapasztaltuk az eléallitott [®8Ga]Ga-NODAGA-
LacN-E[c(RGDfK)]2 radiotracer degradalodasat, ugyanis a radiokromatogramok alapjan
meghatarozott radiokémiai tisztasag értékek meghaladtak a 99%-ot.

Az elvégzett elézetes bioldgiai vizsgalatok soran az eléallitott [?8Ga]Ga-NODAGA-
LacN-E[c(RGDfK)]. alacsony tumorfelvételt mutatott, ezért ennek a vegyiiletnek a
tovabbi preklinikai vizsgélatdit nem valositottuk meg. Az alacsony tumorfelvételt
valosziniileg az okozta, hogy a merev dibenzociklooktén gylir(i til kdzel van a targetald
peptid molekula részhez, ami jelentdsen csokkentette az eldallitott jelzett molekula
affinitasat az avPs integrin receptorhoz, ezért a tovabbi vegyiiletek szintézise soran
oligoetilén-glikol (PEGa) lancot épitettiink be a peptid és dibenzociklooktén gytirii k6zé.
A fejezetben leirt kutatdsi eredményekrdl egy nemzetkdzi folyodiratban kozolt

kozleményben szamoltunk be [128].

4.3. %8Ga-jelzett ciklikus NGR alapu radiofarmakonok szintézise és preklinikai
vizsgalata

4.3.1. Kémiai szintézis
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Ez a fejezet az aminopeptidaz N (APN/CD13) receptor pozitiv tumorok detektalasara
alkalmas NGR alapu radiofarmakonok eldallitasat mutatja be. A jelolendd vegytiletek
szintézisét ugy dolgoztuk ki, hogy alkalmasak legyenek a laktézaminnal torténd
glikozilacio, valamint a pegilalas hatasanak a vizsgalatara. A célvegyiiletek eldallitasat az
el6z6 fejezetben leirt szintézis stratégidhoz hasonlé mdodon valositottuk meg. A szénhidrat
egység bevezetéséhez ismét a 6-os laktozamin szdrmazékot alkalmaztuk. A radiokémia
jelzésekhez sziikséges komplexképz6t azonban ebben az esetben kereskedelmi
forgalomban kaphaté p-SCN-Bn-DOTAGA (13) bifunkcios kelatorra cseréltiikk. Ennek
oka, hogy a DOTA makrociklus nagyobb gylirimérete lehetové teszi a terapids
radiofémek (pl.: °Y3*; 17Lu*) komplexalasat is, igy, ha az eléallitott prekurzorokat ilyen
radioaktiv izotdppal jeldljiik, akkor célzott radioterapiara is alkalmas radiofarmakonokat
kaphatunk. Vektor molekulanak pedig egy ciklikus NGR szarmazékot valasztottunk,
nevezetesen a CKNGRE-t (15).

Az els6 lépésben a 6-0s diszacharid amino csoportjat reagaltattuk a p-SCN-Bn-
DOTAGA (13) komplexképzd izotiocianat csoportjaval, melynek soran tiokarbamid
kotést alakitottunk ki DMSO és 0,1 M-os natrium-karbonat puffer elegyében. A reakcid
eredményeként megkaptuk a 14-es vegyiiletet (38. abra).

COOH o

Ho OH OH HOOC— U
N N NH
o o}
HO % O(CHa)sNs + ()
N N
OH NH, Hooc—" " \—COOH
6 NCS

13
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OH OH
HQ O HoOC
° o O(CHo)sNy \ — /CcooH
N
HO Ho AN H N
OH N [ j
\T( wooc_N\__ N
s H \—cooH
N
14 o

38. abra

28% \ Na,CO; puffer (0,1 M; pH 9,5)

Ezutan a cKNGRE (15) peptited kereskedelmi forgalomban kaphato DBCO-NHS
(10), valamint pegilalt PEG4-DBCO-NHS (16) észterrel reagaltattuk DMSO-ban,
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bazisként pedig DIPEA-t alkalmaztunk, igy allitottuk elé a 17-es, valamint a 18-as
vegyiileteket (39. abra).

HN 10
o > o HN
DIPEA, DMSO
HN NH, RT,24h
48% HN NH,
HoN o O o
o NH HN o O

RT,24h
23%

O)\/\’(N\/\O/\/O\/\O/\/O\/WN\/\/\?NH
[o}

o H
HN N\(NH
18 o o NH,

39. abra

A 19-es ¢s a 20-as glikopeptidek szintézise soran a 14-es kelator-konjugélt laktézamin
szarmazékot rézmentes, gylriifesziiltség indukalta klikk reakcidval kapcsoltuk hozza a
DBCO csoporttal funkcionalizalt 17-es, valamint 18-as peptidekhez (40. abra).
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40. dbra
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A 14-es, a 17-es, valamint a 19-es vegyiiletek elGallitasat Berta Katalinnal

valodsitottam meg TDK palyamunkajanak [129] elkészitése soran tarstémavezetdjeként.

4.3.1.1. A referencia vegyiilet eléallitisa

A cNGR alapu glikopeptidek biologiai vizsgélatahoz referencia vegyiileteként a
DOTAGA-cKNGRE-t (21) alkalmaztuk, amelyet Stéfanné Dr. Dénes Noémi [130] allitott
eld a kovetkez6é modon: a p-SCN-Bn-DOTAGA (13) komplexképzot és a cKNGRE (15)
peptidet DMF és H2O 3:1 aranyu keverékében oldotta fel, bazisként pedig trietil-amint
(TEA) alkalmazott (41. ébra).

/\/ﬁ/ Hooc/\N/ﬁN/\coou
o HooC [N Nj COOH

o

13
DMF, TEA, HZO

RT, 24 h )k
55%
NH2
o

41. abra

4.3.2. Radiokemia

A 14-es, 19-es, 20-as, valamint a 2l-es prekurzorok radiojelzéséhez a 8Ga
fémizotopot szintén %8Ge/®®Ga generatorbol nyertiik. A radiokémiai jelzéseket a
kovetkez6 koriilmények kozott valositottuk meg: 200 ul NH4OAc puffert (3 M, pH =4),
és 20 ul 14-es, 19-es, 20-as prekurzor torzsoldatot (1 mg/ml) adtunk 1000 ul [*8Ga]GaCls
eluatumhoz (~ 80 MBq, 0,1 M HCl-ban) kiilon-kiilon. A reakcidelegyeket 15 percig 95
°C-on inkubaltuk. Az ily modon eldallitott [*8Ga]Ga-DOTAGA-LacN, [*Ga]Ga-
DOTAGA-LacN-cKNGRE,  valamint  [®®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG.-cKNGRE
radiofarmakonokat szilard fazis extrakcioval tisztitottuk forditott fazisu Oasis HLB lcc
oszlopon. Az eléallitott radiogydgyszerek radiokémiai tisztasagat analitikai radio-HPLC-
vel hatdroztuk meg. Mindhidrom radiotracer esetében tobb mint 95%-0s radiokémiai

tisztasagot allapitottunk meg. A radiojelzett molekulak molaris aktivitasai a kovetkezok
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voltak: 3,02 £ 0,23 GBg/pumol a ®8Ga-DOTAGA-LacN esetében, 4,69 + 0,15 GBg/pmol
a %%Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE esetében és végiil 4,33 + GBg/ umol a %Ga-
DOTAGA-LacN-PEG4-cKNGRE radiofarmakon esetében.

A referenciaként alkalmazott [°8Ga]Ga-DOTAGA-CKNGRE radiofarmakon szintézisét
Stéfanné Dr. Dénes Noémi [130] végezte a kdvetkezé modon: 160 ul 1 M-0S natrium-
acetat puffert elegyitett 3 ul, 6 mM-0s 21-es prekurzor torzsoldattal, majd ezt az elegyet
hozzaadta az 1000 ul [®Ga]GaCls eluatumhoz (~80 MBgq, 0,1 M HCl-ban). A
reakcidelegyet 5 percig melegitette 95 °C-on, majd a radiojelzett peptidet szilard fazist
extrakcioval tisztitotta, forditott fazisi Oasis HLB lcc oszlopon. A radiofarmakon
radiokémiai tisztasagat HPLC-vel hatirozta meg, mely nagyobb volt, mint 95 % ¢és a
molaris aktivitasa 8,51 £ 0,09 GBg/umol volt.

Ezutan meghataroztuk az eldallitott radiofarmakonok oktanol/viz megoszlasi
hanyadosait és a kovetkezd logP értékeket kaptuk: -3,34-et a [°®Ga]Ga-DOTAGA-LacN
esetében, -3,68-at a [®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE esetében, -3,69-et a [*8Ga]Ga-
DOTAGA-LacN-PEGs-CKNGRE esetében, és -4,13-at a [®®Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE
esetében. Az alacsony logP értékek alapjan a jelzett komplexek hidrofil sajatsagtiak.

Tovabba megvalositottuk a radiojelzett molekuldk stabilitds vizsgéalatdt humén
szérum, Na;EDTA (0,01 M), valamint oxalsav (0,01 M) oldatok jelenlétében. Az
Osszekevert mintakat 0, 60, és 120 perc elteltével elemeztiik analitikai radio-HPLC-vel,
¢€s azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt koriilmények kozott mind a négy radiotracer 2 ora

elteltével is nagymértékii stabilitassal volt jellemezhetd (42-45. abra).
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42. abra: A tisztitott [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN radiotracer stabilitas vizsgdlata humdn szérumban
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43. dbra: A tisztitott [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE stabilitds vizsgdlata humdn szérumban.
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44. dbra: A tisztitott [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEGA-cKNGRE stabilitds vizsgdlata humadn szérumban.
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45, dbra: A tisztitott [Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE stabilitds vizsgdlata humdn szérumban

4.3.3. Biologia

A B16F10 egér melanéma sejtvonal fokozottan expresszalja az aminopeptidaz N

[131] és a galektin-3 receptorokat [132], ezért az eldallitott [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN,
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[°8Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE, [*8Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG4-CKNGRE,
valamint [*8Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE vegyiiletek bioldgiai hatékonysagat szubkutan
injektalt BI6F10 egér melanoma modellen vizsgaltuk in vivo PET képalkotassal és ex vivo
biodisztribucios vizsgalatokkal.

A 46. dbra a bomlaskorrigalt PET felvételeket mutatja be. A vizsgalt radiofarmakonok
koziil a szubkutan novekvé B16F10 tumorok egyértelmiien azonosithatok voltak a
[8Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE, [8Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG4-cKNGRE,
valamint [*®Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE radiofarmakonok hasznalataval, azonban
[8Ga]Ga-DOTAGA-LacN, vagyis a csak laktézamint tartalmazo vegyiilettel végzett
vizsgalat mérsékelt tumorfelvételt eredményezett. Ezt a megfigyelést erdsitette meg az
atlag standardizalt felvételi értékek (SUVmean), valamint a tumor/izom (T/M) aranyok
kvantitativ elemzése, melynek soran a [®*Ga]Ga-DOTAGA-LacN (SUVmean: 0,04 £ 0,01;
T/M arany: 1,09 + 0,12) dtsulasa a tumorban szignifikansan alacsonyabbnak (p < 0,05)
bizonyult, mint a [®#Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE (SUVmean: 0,09 + 0,03; T/M
arany: 5,71 £ 1,17), a [®®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG4-CKNGRE (SUVmean: 0,11 £ 0,03;
T/M arany: 6,01 + 1,24), és a [®*Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE (SUVmean: 0,15 £ 0,01; T/M
arany: 7,89 + 1,31) radiogyogyszereké (46. abra).
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46. abra: A: Bomldaskorrigalt korondlis és axialis miniPET felvételek. Piros nyil: BI6F10 tumor. Fekete
nyil: maj. B: A tumor, a vese, valamint a maj SUVmean értékeinek kiértékelése. C: Tumor/izom ardny.

A radiofarmakonok m4j- és vesefelvétele kozott azonban kiilonbségek mutatkoztak.
Az NGR peptidet tartalmaz6 radioligandok majfelvételi értékei a kovetkezd moddon
alakultak: a [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG4-cKNGRE majfelvételi értéke (SUVmean:
0,10 + 0,02) szignifikansan alacsonyabb (p < 0,05) volt, mint a [®®Ga]Ga-DOTAGA-
CKNGRE (SUVmean: 0,28 + 0,10) és a [®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE (SUVmean:
0,18 = 0,01) majfelvételi értékei.

Az in vivo PET képalkotas eredményei jol korrelaltak az ex vivo biodisztribicios

vizsgélat eredményével (47. abra).
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47. dbra: B16F10 tumoros egerek ex vivo szervi eloszlds vizsgalata 90 perccel a ®Ga-jelzett DOTAGA-
cKNGRE, DOTAGA-LacN, DOTAGA-LacN-cKNGRE és DOTAGA-LacN-PEG4-cKNGRE
radiofarmakonok injektaldsat kovetden. A %ID/g szoveti értékek datlag+SD-ben vannak feltiintetve. A
szignifikancia szintek: p < 0,05 (*) és p < 0,01 (**).

Az eldallitott NGR tartalmu radiofarmakonok APN/CD13 receptorhoz kozel azonos
modon kotédtek, ezért azt mondhatjuk, hogy a glikozilacié és a PEGilalas jelentdsen nem
ndvelte meg a tumor radiofarmakon-felvételét, de ugyanakkor jelentdsen javitotta a jelzett
vegyiiletek farmakokinetikai tulajdonsagait, mert a referencia vegyiilethez képest
csokkent a [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE ¢és a [8Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG:-
cKNGRE vegyiiletek akkumulacidja a majban, ezaltal csokkentve annak sugarterhelését.
Tovéabba ndvelte a tumor-izom aranyt, ami kontrasztosabb PET képalkotast tett lehetdve.

A csak laktozamin vektor molekulat tartalmazo radiofarmakon esetén a tumorfelvétel
alacsony volt, ezért ez a jelzett vegyiilet ugyan nem alkalmas Gal-3 expresszidjanak a
kimutatasara, de jelzi, hogy a Gal-3 receptorhoz nagyobb affinitassal k6t6dd laktdozamin
szdrmazék esetén van realitdsa a Gal-3 pozitiv tumorok kimutatasanak ilyen tipust
radiofarmakonokkal.

A %8Ga-jelzett laktozamin és NGR alapt radiofarmakonok szintézisérdl és preklinikai

vizsgalatarol egy kozleményben szamoltunk be [130].
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4.4, %8Ga-jelzett 3°-(2-naftil)metilezett lakt6zamin alapu radiofarmakonok
szintézise és preklinikai vizsgalata

4.41. Keémiai szintézis

Az el6zo fejezetben leirt bioldgiai eredmények alapjan a kutatomunkank kovetkezd
célja egy a Gal-3 receptorhoz nagyobb affinitassal kotédé laktdozamin szarmazék
eldallitasa volt. Sorme ¢és munkatarsai [65] altal végzett rontgen krisztallografias
vizsgalatok alapjan egy olyan laktézaminnak a szintézisét terveztiik, amely C-3’
helyzetben aromas csoportot tartalmaz. A valasztasunk a (2-naftil)-metil csoportra esett,
amelyet sztanillén acetdlon keresztiil alakitottunk ki, ezt a moddszert is Sorme és
munkatarsai  javasoltak egyik cikkiikben 3’-O-benzilezett N-acetil-laktozamin
szarmazékok elballitasara [64]. A kutatocsoportunkban a 27-es 3’-(2-naftil)metilezett
laktézamin szarmazék elBallitasat Sziics Agnes [133] végezte. A szintézis kiindulési
vegyiilete a tiofenil-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(3,6-di-O-acetil-
2-N-trikloracetil-2-dezoxi-B-D-gliikkopiranozid (22) [134] volt, melyet Dr. Bajza Istvan
(GlycOptim Ltd.) bocsatott rendelkezésiinkre. Eldszor a 3-brom-propil aglikonnal
rendelkezé 23-as diszacharid szintézisét valdsitotta meg NIS/TfOH promotor rendszer
jelenlétében. A kovetkezd 1épésben nukleofil szubsztitucids reakcidban kialakitotta a 24-

es 3-azid0-propi| glikozidot (48. abra).

Br(CH,);Br
__NISITIOH
O(CH,);B
AcO THF; abs DKM AcO (CH2);Br

NHTCA 0°C,24h NHTCA

76%
22

60 °C,24h l NaN;

64% DMF
Ao OA° OAc
o o fo)
AcO AcO O(CHy);3N3
OAc NHTCA

24
48. dbra
A 24-es védett laktézamin szarmazékrol az acetil védOcsoportokat Zemplén-féle

dezacetilezéssel tavolitotta el, majd az igy eldallitott 25-0s laktdzamin szarmazék galaktoz
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egységének 3’-as hidroxil csoportjat sztannilén acetalon keresztiil regioszelektiven (2-
naftil)-metilezte (26), végiil az N-trikloracetil védécsoportot lugos hidrolizissel tavolitotta
el (49. abra).

OH OH

HO 1. Bu;SnO
o o o tquoI reflux, 3 h
HO HO O(CH2);3N; 2 NAPBr O(CH2)3N3
OH NHTCA CsF, DMF NHTCA
rt, 1 nap
25 85%
0,5 M NaOH
79% MeOH-H,0 1:1

rt, 2 nap

OH
HO OH
o o}
OO o 0 O(CHy)sN
OH NH,
27

49. dbra

Ezutan a 27-es (2-naftil)metilezett lakt6zamin szarmazék amino csoportja és a p-SCN-
Bn-DOTAGA (13) komplexképz6 izotiocianat csoportja kozott tiokarbamid kotést
alakitottunk ki DMSO és 0,1 M-os natrium-karbonat puffer elegyében, melynek
eredményeként megkaptuk a 28-as vegyiiletet. Ezt a kelatorhoz konjugalt 28-as
laktézamin szarmazékot egyrészt ®3Ga izotoppal jeloltiik és elvégeztiik a jelzett vegyiilet
biologiai vizsgalatat, masrészt ez a vegylilet biztositotta az eldallitani kivant heterodimer

radiofarmakon egyik épitdegységét is (50. abra).
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50. abra

A heterodimer molekula masik épitdegysége egy pegilalt DBCO egységgel
funkcionalizalt cRGDfK peptid volt. A cRGDfK (29) peptidet DMSO ¢és DIPEA
elegyében a PEG4-DBCO-N-szukcinimidil észterhez (16) kapcsoltuk jo hozammal és
nyertiik a 30-as vegyiiletet (51. abra).

NH,

3
[o]
S@ " 0 Q\ 2’ N b
N o (o] o " HN
~ N0 NI N NN ~ " _
OM o o \/\n/ N . NH N NH,
0 1 o
[0} fo) o

DIPEA, DMSO
RT,24h NHZ
44,5%

Mr \/\o/\/°\/\o/\/°\/\[( w \F
" S o
ol

51. abra

Ezutan a heterodimer vegyiiletet a kovetkezd modon éallitottuk eld: a korabban

eldallitott kelator-konjugalt 28-as laktézamin szdrmazékot rézmentes, gylriifesziiltség
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indukalta klikk reakcio segitségével kapcsoltuk a pegilalt és DBCO egységgel
funkcionalizalt 30-as CRGDfK peptidhez és igy kaptuk a 31-es glikopeptidet (52. abra).

30

DMSO
RT,24h | 28

o 4 o
HO o Z 24,5%
N o
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[e) HN
. “2\\ d_.
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2’—2 N o0 \.0 \/\o/\/o\/\ )W
N S @
M—NH, N

\\ /NB
SE:‘ \ /& \_© HOOC—\ /\coou

( )

N
I \©\/H HooC — \—-COOH

(o}

31

52. dbra

4.4.1.1. A referencia vegyiilet eléallitasa

A bioldgiai vizsgélatokhoz megvalositottuk egy referencia vegylilet szintézisét is,
melynek sordn cRGDfK (29) peptidet DMSO és 0,1 M natrium-karbonat puffer elegyében
kozvetleniil konjugaltuk a p-SCN-Bn-DOTAGA (13) kelatorhoz, igy nyertik a
DOTAGA-cRGDfK (32) vegyiiletet (53. abra).
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53. abra

4.4.2. Radiokemia

A 28-as, 31-es, valamint 32-es prekurzorok radiokémiai jelzése azonos modon tortént.
A radiojelzésekhez sziikséges %8Ga izotopot ®8Zn(p, n)®®Ga magreakcié segitségével
ciklotronban allitottuk el6, majd szilard fazist extrakcids tisztitast kdvetden hasznaltuk
fel a radiokémiai jelzésekhez. A kapott [®3Ga]GaCls oldatot (100-200 MBq) 1:1 aranyban
elegyitettiik az NH4OAc pufferrel (3 M, pH=4), igy a reakcidelegy pH-jat 4-esre allitottuk
be. Ezt kovetden adtuk az elegyhez a prekurzorok vizes vagy vizes-alkoholos torzsoldatat
(1 mg/ml). Az igy kapott reakcioelegyeket 95 °C-on 15 percig melegitettiik, majd az
eldallitott [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP), [#8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK,
valamint a refenciaként alkalmazott [*®Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK radiofarmakonokat
szilard fazist extrakcidval tisztitottuk Oasis® HLB lcc oszlopon. A radiogyégyszerek
radiokémiai tisztasagat analitikai forditott fazisi HPLC-vel hataroztuk meg. A
radiokémiai tisztasdg mindharom radiojelzett vegyiilet esetében meghaladta a 97%-ot
(54.-56. abra).
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54. dbra: A tisztitott [PGa]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) radiokromatogramja
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55. abra: A tisztitott [®Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK radiokromatogramja
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56. abra: A tisztitott [*8Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK radiokromatogramja

Meghatéroztuk a jelzett vegyiiletek oktanol/viz megoszlasi hanyadosat. A kiszamitott
logP értékek a kovetkezok voltak: -2,63 a [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) esetében, -
2,27 a [®Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK) esetében, és -3,03 a [*®Ga]Ga-
DOTAGA-cRGDfK esetében. Az alacsony logP értékek az eldallitott radiofarmakonok
hidrofil sajatsagara utalnak.

Megvalositottuk az eldallitott radiojelzett komplexek stabilitds vizsgalatait huméan
szérum, 0,01 M Na2EDTA, valamint 0,01 M oxalsav oldatok jelenlétében. A kiilonboz6
koriilmények kozott 2 ora elteltével is stabilak maradtak a radiofarmakonok. Az

elegyekbdl vett mintakat radio-TLC-vel analizaltuk (57.-60. abra).
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57. dbra: A [®Ga]GaCls oldat radio-TLC kromatogramja.
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58. abra: A tisztitott [$Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) stabilitds vizsgdlata human szérumban 2 éra
elteltével.
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59. dbra: A tisztitott [*Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK stabilitas vizsgdlata humdn szérumban 2
ora elteltével.
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60. dbra: A tisztitott [%Ga]lGa-DOTAGA-cRGDIK stabilitds vizsgdlata humdn szérumban 2 éra elteltével.

4.4.3. Biologia

A B16F10 egér melanoéma sejtvonal fokozottan expresszalja az avps integrin [135] és
a galektin-3 receptorokat [132], ezért az eldallitott [?8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP),
[8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK, valamint [%®Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK

crer

74



melanéma sejttel szubkutan injektalt C57BL/6 egereket alkalmaztunk és az in vivo
miniPET és ex vivo szervi eloszlas vizsgalatokat 80 és 100 perccel a radiofarmakonok
injektalasat kovetden végeztiik el.

Az egészséges egerek reprezentativ bomlaskorrigalt PET felvételei a 61.-es 4bran
lathatok. A PET felvételek kvalitativ elemzését kdvetden a hugyuti rendszer egyértelmiien
azonosithatd. A kapott eredmény 6sszhangban van a meghatarozott logP értékekkel, tehat
az eldallitott radiogyogyszerek hidrofil tulajdonsagiiak. Azonban az RGD peptidet
tartalmaz6 radiofarmakonok esetében nagymértéki majfelvételt is tapasztaltunk, amely

foként a heterodimer esetében volt kiemelked6 (61. abra).
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61. dbra: A [%8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP), [#Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGD/K és [*®Ga]Ga-
DOTAGA-cRGDfK felhalmozodasdnak in vivo értékelése egészséges kontroll C57BL/6 egerekben. A
reprezentativ, bomldskorrigalt korondlis (felsd sor) és transzaxialis (also sor) PET-felvételeket 80 perccel
a radiofarmakonok intravénds beaddsa utin készitettiik. Piros nyilak: vese, fekete nyilak: hélyag (vizelet),
narancssarga nyilak: mdj.

Az in vivo PET felvételek eredményei jol korrelaltak az elvégzett ex vivo szervi
eloszlas vizsgalatok eredményeivel (62. abra), amelyet a PET képalkotast kovetden
végeztlink el és a radioligandok szervi és szoveti eloszlasat gammaszamlaloval hataroztuk
meg. Az in vivo SUV értékekhez hasonléan mindharom radiojelzett vegyiilet esetében
jelentds volt a vese (%ID/g: 2-8) és a vizelet (%ID/g: 300) radiofarmakon-felvétele. A
nem célzott, hasi, mellkasi €és egyéb szervek %ID/g adatainak 0sszehasonlitasa soran a

[°8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) esetében szignifikansan (p < 0,01) a legalacsonyabb
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értékeket tapasztaltunk, mig a [%®Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK heterodimer
felhalmozodasa volt a legmagasabb a legtobb vizsgalt szovetben. Ez a magas
radiofarmakon felhalmozddas a gyomorban (%ID/g: 1,70 = 0,71), a majban (%ID/g: 2,30
+ 0,73) az epehdlyagban (%ID/g: 3,07 + 2,10) és a belekben (%ID/g: 1,70 + 0,70) azt
jelzi, hogy a heterodimer az emésztorendszeren keresztiil is kivalasztodik a szervezetbdl

(62. abra).

0[%8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)

12 18 [68Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDIK 500
10 {®[%8Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK % 400
N 300
o o 200
ke 1 (=)
] 2 100
9 ° Y
» 6 vizelet
D)
a
= 4 -
2 -
0 B
PR D & R )
X\ <<‘ » R g Q&Q & e‘oé‘o .\19& 2 &bo & ’b& & &‘0"4\\ ‘&
2 O
g!-o @9\ Q* > é(‘ >
£ NI
&

62. dbra: A %Ga-jelzett DOTAGA-LacN(NAP), DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK és DOTAGA-cRGDfK
vegyiiletek ex vivo biodisztribucioja C57BL/6 egerekben (n=5/radiogyogyszer) 100 perccel a radioaktiv
anyagok intravénds beaddsa utan. A %ID/g szoveti értékek atlag=SD-ben vannak feltiintetve. A [*8Ga]Ga-
DOTAGA-LacN(NAP) és a ket masik vizsgalt radiotracer kozotti szignifikancia szint: p<0,01 (*).

Az eléallitott [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP), [*8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-
cRGDfK, valamint [®®Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK vegyiiletek bioldgiai hatékonysagat
szubkutan injektalt B16F10 egér melanoma modellen vizsgaltuk in vivo PET
képalkotassal és ex vivo biodisztribucios vizsgalatokkal. A 63. abra a bomlaskorrigalt

mIniPET felvételeket mutatja be.
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63. dbra: A %8Ga-jelzett DOTAGA-LacN(NAP), DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK és DOTAGA-cRGDfK
vegyiiletek felhalmozédasanak in vivo értékelése szubkutin BIG6F10 tumorokban. Reprezentativ,
bomlaskorrigalt transzaxialis PET-felvételek BI6F10 tumoros egerekrél 80 perccel a radiofarmakonok
intravénds injektdalasa utan, és 10+1 nappal a szubkutin torténd tumorossejtek beoltisa utin (A). A
radiogydgyszerek felvételének kvantitativ SUV-analizise a BI16F10 tumorokban (n=5/radiofarmakon) 80
perccel az injektdldast kovetben, és 101 nappal a tumorosejtek szubkutin beaddsa utin (B).
Szignifikanciaszintek: p<0,05 (*) és p<0,01 (**). SUV: standardizalt felvételi értek; T/M: a tumor SUV mean
[/ az izom SUVpean. T/L: a daganat SUVmean/SUViean a mdjban. Az SUV-értékeket atlag+SD-ben adjuk meg.
Piros nyilak: B16-F10 tumor, narancssarga nyil: mdj.

A PET felvételek kvalitativ elemzését kovetden mindharom radiofarmakon
alkalmasnak bizonyult a B16F10 egér melanoma kimutatasara. A PET képek kiértékelése
azonban nehézkes volt a RGD peptidet tartalmazé radioligandok esetében, a majban valo
nagymértékii radiofarmakon felhalmozodas miatt. A B16F10 tumorok kvantitativ SUV
elemzése azt mutatta, hogy a referenciaként alkalmazott [*®Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK
vegyiilet szignifikdnsan (p < 0,05) alacsonyabb SUVmean értékkel (SUVmean: 0,15 + 0,06)
jellemezhetd. Az eldallitott [23Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) és [*8Ga]Ga-DOTAGA-
LacN(NAP)-cRGDfK radiofarmakonok SUVmean értékei kozott nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget (SUVmean: 0,35 £ 0,08; és SUVmean: 0,36 = 0,10). A maj SUVmean
értékei jol korrelaltak az in vivo kvalitativ elemzéssel, mivel a [?®Ga]Ga-DOTAGA-
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LacN(NAP)-cRGDfK esetében mértiik a legmagasabb SUV értékeket (SUVmean: 1,25 +
0,18). Ehhez képest szignifikansan alacsonyabb akkumulaciot figyeltiink meg a [*®Ga]Ga-
DOTAGA-LacN(NAP) (SUVmean: 0,06 + 0,02; p < 0,01) és a [®*Ga]Ga-DOTAGA-
CRGDfK (SUVmean: 0,59 £ 0,08; p < 0,05) radiofarmakonok alkalmazasa soran. A tumor
hattéraranyok értékelése alapjan a [*8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) radioligand 2-3-szor
nagyobb T/M ¢és kortilbeliil 21-szer nagyobb T/L (tumor/m4j arany) ardnyt mutatott, mint
a két masik radiofarmakon.

A B16F10 tumort hordoz6 egereck ex vivo analizise soran kapott eredmények
osszhangban voltak a fenti in vivo eredményekkel, amelyek megerésitették a [*4Ga]Ga-

DOTAGA-LacN(NAP) kiemelkedd képalkoto tulajdonsagait.

4. Tabldzat: A %Ga-jelzett DOTAGA-LacN(NAP), DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK és DOTAGA-cRGDK
felhalmozoddsanak ex vivo értékelése a kisérleti szubkutin B16-F10 tumorokban 100 perccel a
radiofarmakonok beaddsa utdin, és 10+1 nappal a tumorsejtek beoltdsa utin. A %ID/g széveti értékek
atlag+SD-ben vannak feltiintetve. A [Ga]Ga-DOTAGA-DOTAGA-LacN(NAP) és a két masik radiotracer
T/M és T/L ardnyai kozotti szignifikancia szint: p<0,01 (**). TIM: SUVean @ tumorban/SUVmean az izomban.
T/L: a tumor SUVmean /SUVean a mdjban.

Tumor [®Ga]Ga- [8Ga]Ga- [8Ga]Ga-
DOTAGA- DOTAGA- DOTAGA-
LacN(NAP)  LacN(NAP)-  cRGDfK
cRGDfK
B16-F10 (n=5) 0,81 £ 0,27 080+023 035+0,12
B16-F10/izom arany 13,97 +2,58** 3,43+1,09 454 +1,24
B16-F10/maj arany 2,66 £ 0,04** 0,45+0,11 0,35+0,14

A kapott biologiai eredmények alapjan az eldallitott csak 3°-O-(2-naftilmetilezett)
laktézamin alapu ®®Ga-jelzett radiofarmakon nagy szelektivitissal képes detektalni a
galektin-3 receptor pozitiv melanoma tumorokat PET képalkotassal, a jelzett cRGD alaptl,
valamint heterodimer vegyiiletekhez képest. Ebben a fejezetben leirt eredményekrdl is

egy kdzleményben szamoltunk be [136].
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5. Anyagok és Modszerek

A Kkisérletek soran alkalmazott oldoszereket és reagenseket tovabbi tisztitds nélkiil
hasznaltuk fel. A 2,2'-(7-(1-karboxi-4-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-4-oxobutil)-1,4,7-
triazanonan-1,4-diil)diecetsav (NODAGA-NHS észter) ¢és 2,2',2”-(10-(1-karboxi-4-((4-
izotiocianatobenzil)amino)-4-oxobutil)-1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7-

triil)triecetsav (p-SCN-Bn-DOTAGA) bifunkcios kelatorokat a Chematechtdl szereztiik
be. A ciklikus arginin-glicin-aszpragaginsav tripeptid szekvenciat tartalmazo
E[c(RGDfK)2] és cRGDfK peptideket, valamint a ciklikus lizin-aszparagin-glicin-
arginin-glutaminsav (CKNGRE) peptid a CASLO ApS-t6l vasaroltuk meg. A tobbi
reagenst a Sigma-Aldrichtol rendeltiik meg. A reakciok egyik részének a végbemenetelét
vékonyréteg kromatografiaval vizsgaltuk, melyet Kieselgel 60 Fas4 (Merck) szilikagélen
végeztik. A detektalas UV fényben, valamint 5%-o0s kénsav etanolos oldataval tortént.
Az oszlopkromatografias tisztitashoz szilikagél 60-at (Merck 63-200 mesh.)
alkalmaztunk. A félpreparativ tisztitast UV detektorhoz kotott Waters LC Modul 1 HPLC
rendszeren, forditott fazisi Luna C18 10 pm (250 x 10 mm) oszlopon acetonitril/viz
gradienssel hajtottuk végre. Az A eluens: 0,1%-0s HCOOH, B eluens: 95%-0s acetonitril
(ACN) volt. A DOTAGA-cKNGRE szemipreparativ tisztitaisa KNAUER HPLC
rendszeren, forditott fizisti Supelco-Discovery® Bio Wide Pore C18 10 pm (150 x 10 mm)
oszlopon, acetonitril/viz gradienssel tortént. Ebben az esetben az A eluens: 0,1%
trifluoecetsav (TFA), B eluens: 0,1%-0s TFA tartalmi ACN/viz (95:5) elegye volt. Az
eldallitott vegyiiletek szerkezetét NMR-rel, valamint tomegspektroszkopidval igazoltuk.
Az 'H (400 MHz) és 13C (128 MHz) NMR spektrumokat Bruker DRX-400 spektrométer
(Bruker) segitségével vettiik fel. A 'H NMR mérések soran a belsd standardként TMS-t
(0,000 ppm), mig a 3C NMR mérések soran kloroformot (77,00 ppm) alkalmaztunk. Az
LC-MS méréseket Waters Acquity UPLC Iclass rendszerhez kapcsolt maXis I UHR ESI-
QTOF MS Bruker) tomegspektrométerrel valositottuk meg. A HPLC-s rendszerhez
HPLC-MS mindségii acetonitrilt, metanolt (Fisher Solutions), valamint ioncserélt vizet
(Milli-Q 18,2 MQcm™, Merck) hasznaltunk. A radiokémiai jelzésekhez alkalmazott

ultratiszta sdsavat, natrium-acetatot, ammonium-acetatot, valamint vizet a Merck KGaA
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vallalattol szereztik be. A NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. glikopeptid, a DOTAGA-
LacN és a cKNGRE alapt prekurzorok radiokémiai jelzéséhez a ®3Ga izotopot 8Ge/%®Ga
izotopgeneratorbol (Eckert-Ziegler, eluens: 0,1 M u.p. HCI) nyertiik. A DOTAGA-
LacN(NAP) és a cRGDfK peptid alapt prekurzorok radiokémiai jelzés¢hez GE PETtrace
ciklotronnal (Debreceni Egyetem, Orvosi Képalkotd Intézet Nuklearis Medicina Tanszék)
elallitott *8Ga izotopot hasznaltunk. A radiofarmakonokat szilard fazist extrakcioval
tisztitottuk Oasis HLB 1cc oszlopon (Waters). A radioanalitikai HPLC méréseket UV,
valamint ATOMKI 120 Csl szcintillacios detektorhoz kapcsolt Waters 2695 Alliance
HPLC rendszeren, forditott fazisi Luna C18 3 pum (150 x 4,6 mm) oszlopon,
acetonitril/viz gradienst alkalmazva valositottuk meg (A eluens: 0,01 M-os oxalsav (pH
3), B eluens: 95%-0s ACN). A [®Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE radiotracer esetében a
radioanalitikai méréseket UV, valamint ATOMKI Csl szcintillacios detektorhoz kapcsolt
KNAUER HPLC rendszeren, forditott fazisa, Halo C18 5 um (100 x 3,0 mm) oszlopon,
acetonitrill/viz gradienst alkalmazva kiviteleztiik (A eluens: 0,1% TFA, B eluens: 0,1%
TFA tartalmi ACN/viz 95:5elegye). A radio-TLC mérésekhez iTLC-SG (Agilent
Technologies) vékonyréteget alkalmaztunk, melyeket MiniGita TLC-Scanner
segitségével detektaltunk. A kapott eredményeket a GINA-Star TLC szoftverrel
értékeltiik ki. A human plazmat a Sigma-Aldrichtdl szereztiik be.

5.1.Kémiai szintézisek

5.1.1. 3-Azido-propil-6-O-terc-butil-difenilszilil-2-ftalimido-2-dezoxi-f-D-
gliikopiranozid (2)

A szintézis kiindulasi anyaga az irodalombol mar ismert vegyiilet, nevezetesen a 3-
azido-propil-2-ftalimido-2-dezoxi-B-D-gliikopiranozid (1) volt, melynek szintézisét a
korabban mar k6zolt modszer alapjan valdsitottuk meg [44]. 100 mg (0,25 mmol) 1-es
vegyiiletet 2 ml N,N-dimetil-formamidban oldottunk, majd 80 ul (0,31 mmol)
tBuPh,SiCl-ot és 220 ul (1,27 mmol) N,N-diizopropiletilamint adtunk hozza. A
reakcioelegyet szobahdmérsékleten egy €jszakan at kevertettiik, majd diklormetannal

higitottuk. Ezt kovetden 5% NaCl oldattal extrahaltuk, MgSOs-on szaritottuk, majd
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beparoltuk. A nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottuk (szilikagél: 15 g, eluens:
CH,Cl,-EtOAC 8:2). A Kapott szintelen szirup 2 tomege 132 mg (82%). *H NMR (400
MHz, kloroform-d) & 7,88-7,79 (m, 2H), 7,76-7,66 (m, 6H), 7,50-7,32 (m, 6H), 5,20 (d,
J=8,4 Hz, 1H, H-1), 4,41-4,33 (m, 1H), 4,12 (dd, J = 11,0, 8,4 Hz, 1H), 3,96 (dd, J =
5,2; 2,6 Hz, 1H), 3,81 (ddd, J=9,9, 6,1, 5,2 Hz, 1H), 3,69 (t, J = 8,9 Hz, 1H), 3,59 (dt, J
=9,8, 5,1 Hz, 1H), 3,47 (ddd, J=9,9, 7,5, 5,0 Hz, 2H), 3,17-3,10 (m, 2H), 1,80-1,57 (m,
2H), 1,07 (s, 9H). 13C NMR (kloroform-d): 135,74-127,80 (aromas C), 98,26 (C-1), 74,50,
74,43 és 71,82 (C-3, C-4 és C-5), 66,04 (CH.) 65,26 (C-6), 56,36 (C-2), 48,15 és 28,96
(CH2), 26,91 (C(CHBa)z3), 19,32 (C(CHs3)3). HRMS ESI szamitott: C33H3sN4O7Si, 653,2402
[M+Na]*. Mért: 653,2403 [M+Na]".

5.1.2. 3-Azido-propil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-5-D-galaktopiranozil-(1—4)-6-O-terc-
butil-difenilszilil-2-dezoxi-2-fidlimido-f-D-gliikopiranozid (4)

280 mg (0,81 mmol) 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galaktopiranozil trikloracetimidatot (3)
[106], valamint 425,2 mg (0,675 mmol) akceptort (2) oldottunk 7 ml szaraz DKM-ban
argon atmoszféraban. A reakcidelegyet -50 °C-ra hitottik, majd 55 pl (0,30 mmol)
TMSOTT promotert adtunk a reakcidelegyhez, melyet 4 6ran at kevertettiink -50 °C-on.
Ezt kovetden a reakcidelegyet DKM-nal higitottuk, vizzel mostuk, MgSO4-on szaritottuk,
majd beparoltuk. A nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottuk (szilikagél: 70 g,
eluens: CH2Clo-EtOAc 9:1— 8:2). A tisztitott szintelen szirup 4 tomege 412 mg (64%).
'H NMR (400 MHz, kloroform-d) & 7,92-7,82 (m, 2H, aromas CH), 7,79-7,69 (m, 6H,
aromas CH), 7,49-7,33 (m, 6H, aromas CH), 5,35 (d, J = 3,0 Hz, 1H, H-4"), 5,22 (d, J =
8,5 Hz, 1H, H-1), 5,21 (dd, J = 10,5, 8 Hz, 1H, H-2’), 4,97 (dd, J = 10,5, 3,5 Hz, 1H, H-
3’), 4,70 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-1°), 4,48-4,42 (m, 1H, H-3), 4,17 (dd, J = 10,5, 8,5 Hz,
1H, H-2), 4,13-4,05 (m, 2H, H-6’4, H-6’), 4,01-3,96 (m, 1H, H-6.), 3,95-3,92 (m, 1H,
H-5"), 3,89-3,80 (m, 4H, H-4, H-6,, O-CH,, OH), 3,61-3,56 (m, 1H, H-5), 3,49 (ddd, J =
10, 7, 5 Hz, 1H, O-CHp), 3,18 (t, J = 6,5 Hz, 2H, N-CH»), 2,13, 1,98, 1,97 és 1,70 (4s,
12H, 4xCOCHj3), 1,78-1,68 (m, 2H, O-CH), 1,11 (s, 9H, C(CHs)s). ¥C NMR
(kloroform-d): 170,55, 170,20, 170,02 és 169,22 (CH3CO), 136,08-127,81 (aromas C),

101,39 (C-1) 98,02 (C-1°), 81,29 (C-4), 74,84 (C-5), 71,36 (C-5"), 70,94 (C-3°), 69,58 (C-
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3), 68,86 (C-2°), 66,96 (C-4"), 65,85 (O-CH,) 62,04 (C-6), 61,38 (C-6"), 56,31 (C-2),
48,26 (N-CH), 29,03 (C-CHy), 26,99 (C(CHs)s), 20,69, 20,63, 20,51 és 20,41 (CH3CO),
19,52 (C(CHa)3). HRMS ESI szamitott: Ca7HseN4O16Si, 983,3353 [M+Na]". Meért:
983,3358 [M+Na]".

5.1.3. 3-Azido-propil-s-D-galaktopiranozil-(/—4)-6-O-tert-butil-difenilszilil-2-
amino-2-dezoxi-f-D-gliikopiranozid (5)

100 mg (0,1 mmol) 4-es vegyiiletet oldottunk 5 ml etanolban, majd 100 pl (1,5 mmol)
etilén-diamint adtunk hozza. A reakcioelegyet két napig refluxaltattuk 65 °C-on, majd
beparoltuk. A nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottuk (szilikagél: 5 g, eluens:
CH2Cl,-MeOH 9:1 — 8:2). A szintelen szirup 5 témege 44 mg (63,8%). *H NMR (400
MHz, Metanol-d4) & 7,82-7,78 (m, 4H), 7,54-7,25 (m, 6H), 4,57 (d, J = 7,7 Hz, 1H),
4,35-4,20 (m, 2H), 4,04-3,88 (m, 3H), 3,85-3,75 (m, 2H), 3,70 (dd, J = 11,5, 4,5 Hz, 1H),
3,65-3,56 (m, 2H), 3,55-3,42 (m, 6H), 3,34-3,32 (m, 1H), 2,74 (dd, J = 10,0, 8,0 Hz, 1H),
1,91 (t, J= 6,4 Hz, 2H), 1,07 (s, 9H). 1*C NMR (Metanol-d4): 136,05-128,63 (aromas C),
104,90 és 103,96 (C-1 és C-17), 78,18, 77,20, 76,90, 75,58, 74,96, 72,53 és 70,29 (C-2’,
C-3,C-3’,C-4,C-4’,C-5és C-5"), 67,41 (CH>) 63,40 és 62,58 (C-6, C-6”), 58,16 (C-2),
49,85 és 30,23 (CH>), 27,39 (C(CHs3)3). HRMS ESI szamitott: C31HasN4O10Si, 663,3062
[M+H]* és 685,2881 [M+Na]*. Mért: 663,3049 [M+H]" és 685,2828 [M+Na]".

5.1.4. 3-Azidopropil-s-D-galaktopiranozil-(1—4)-2-amino-2-dezoxi-f-D-
gliikopiranozid (6)
22 mg (0,03322 mmol) 5-6s vegyiiletet oldottunk 1 ml trifluor-ecetsavban. Miutan a
reakcioelegyet egy éjszakan at szobahdmérsékleten kevertettiik, beparoltuk. A kapott
nyersterméket méretkizarasos oszlopkromatografiaval (Sephadex LH-60) tisztitottuk. Az
igy eloallitott 6-os termék tomege 13,8 mg (98%). *H NMR (400 MHz, Deutérium-oxid)
64,78 (d, J =7,8 Hz, 1H), 4,46 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,07-3,95 (m, 2H), 3,92 (d,J =3,4
Hz, 1H), 3,88-3,61 (m, 11H), 3,54 (dd, J = 10,0, 7,7 Hz, 1H), 3,45 (t, J = 6,6 Hz, 2H),
3,08 (dd, J=10,6, 8,4 Hz, 1H), 1,93 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 0,96 (d, J = 9,2 Hz, 2H). 3C NMR

(Deutérium-oxid): 103,05 és 98,55 (C-1 és C-17), 78,25, 75,41, 75,07, 72,45, 70,92, 70,73
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és 68,49 (C-2°, C-3, C-3’, C-4, C-4’, C-5 és C-5”), 67,55 (CH2) 61,07 és 59,70 (C-6, C-
6), 55,46 (C-2), 47,91 és 28,13 (CH2). HRMS ESI szamitott: C1sHosN4O1o, 447,1703
[M+Na]*. Mért; 447,1757 [M+Na]".

5.1.5. NODAGA-LacN (8)

2,5 mg (0,00589 mmol) 6-os vegyiiletet oldottunk 450 pl borat pufferben (0,1 M; pH 8,4)
¢s 10 °C-ra hitottiik, majd hozzaadtunk 5,4 mg (0,0073 mmol) NODAGA-NHS (7)
észtert, melyet el6zetesen 100 pl szaraz dimetil-szulfoxidban oldottunk fel. A
reakcioelegyet hagytuk felmelegedni szobahdmérsékletre és egy éjszakan at kevertettiik,
végiil beparoltuk. A nyersterméket félpreprarativ HPLC-vel tisztitottuk, forditott fazisa
Luna C18(2) 100 A 10 um (250 x 10 mm) oszlopon. Az aramlasi sebesség 4 ml/perc volt.
Az eluensek a kovetkezok voltak: A eluens: 0,1% HCOOH, B eluens: 95% ACN.
Gradiens: 0 perc 100% A; 2 perc 100% A; 32 perc 100% B; 40 perc 100% B. A kapott 1
mg (28%) tomegl terméket 11,7 és 12,8 perc kozott gyujtottiik. HRMS ESI szamitott:
C3oH51N7017 782,3420 [M+H™]*. Mért: 782,3466 [M+H']".

5.1.6. DBCO-E[c(RGDfK)]2 (11)

8 mg (0,006 mmol) ciklikus cRGDfK dimer peptidet (E[c(RGDfK)]2) (9) 150 pl szaraz
DMSO-ban oldottuk, majd 10,5 pl (0,06 mmol) DIPEA bazist adtunk hozza. Ezt kovetden
hozzacsepegtettink 5 mg (0,012 mmol) dibenzociklooktin-N-hidroxi-szukcinimidil
észtert (DBCO-NHS) (10), melyet el6zetesen 150 ul szaraz DMSO-ban oldottunk fel. A
reakcidelegyet szobahdmérsékleten egy napon at kevertettiik, vizzel higitottuk, majd
liofilizaltuk. A nyerstermeéket félpreparativ HPLC-vel tisztitottuk. A tisztitads paraméterei
azonosak voltak a 8-as vegyiiletnél leirt HPLC-és modszerrel. A 2,09 mg (21,7%) tomegii
terméket 15,6 és 16,8 perc kozott gytijtottiik, vizzel higitottuk, majd liofilizaltuk. HRMS
ESI szamitott: C7sH100N2001s 803,3840 [M+H]?*. Mért: 803,3815 [M+H]?*.

5.1.7. NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]2 (12)
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2 mg (0,0012 mmol) 11-es vegyiiletet oldottunk 150 ul DMSO és 150 ul PBS puffer (pH
7,2) elegyében. Ezt kovetden 1 mg (0,0016 mmol) NODAGA-LacN-Pr-N3 (8) oldottunk
fel 200 ul DMSO-ban, majd ezt az oldatot hozzacsepegtettik a 11-es vegyiiletet
oldatahoz. A reakci6idé 1 nap volt, ezutan a reakcidelegyet vizzel higitottuk, majd
liofilizaltuk. A nyersterméket a 8-as vegyiiletnél leirt HPLC-és modszerrel tisztitottuk. A
kapott tiszta fehér por allagi anyag tomege 1 mg (35%), melyet 14,7 és 15,3 perc kozott
gyljtottiink, majd vizzel higitottuk és liofilizaltuk. HRMS ESI szamitott: C108H151N270zs,
1216.0325 [M+2Na]?*. Mért: 1216.0313 [M+2Na]**

5.1.8. DOTAGA-LacN (14)

6 mg (0,014 mmol) 6-o0s vegyiiletet 900 pl natrium-karbonat pufferben (0,1 M; pH 9,5)
oldottuk, majd hozzacsepegtettik a 10 mg (0,014 mmol) p-NCS-Bn-DOTAGA (13)
komplexképzoé 100 pl szaraz DMSO-val késziilt oldatat. A reakcidelegyet egy éjszakan at
szobahOmérsékleten kevertettiik, vizzel higitottuk, majd liofilizaltuk. A nyersterméket
félpreparativ. HPLC-vel tisztitottuk. A tisztitasi koriilmények megegyeztek a 8-as
vegyliletével. A tiszta, fehér por allagt 4,04 mg (28%) tomegli terméket 9,9 és 10,7 perc
kozott gytjtottiik, vizzel higitottuk, majd liofilizaltuk. *H NMR (400 MHz, Deutérium-
oxid) 8 7,38 (d, J = 8,0 Hz, 2H) 7,29 (d, 15 ] = 8,5 Hz, 2 Hz), 4,67-4,50 (m, 1H), 4,47 (d,
J=7,8Hz,1H) 4,37 (d, J =3,1 Hz, 2H), 3,98 (d, J = 12,3, 4,4 Hz, 2H), 3,94-2,93 (m, 3H),
2,64-2,43 (m, 2H), 2,11-1,75 (m, 4H) HRMS ESI szamitott: C42HesN10019S1 1047,4304
[M+H]*, és 524,2191 [M+H]?". Mért: 1047,4395 [M+H]*, és 524,2252 [M+H]*".

5.1.9. DBCO-cKNGRE (17)

7,25 mg (0,012 mmol) 15-6s vegyiiletet oldottunk 150 ul szaraz dimetil-szulfoxidban,

majd 10,5 pl (0,06 mmol) DIPEA béazist adagoltunk hozza. Ezt kovetéen 5 mg (0,012

mmol) DBCO-NHS észter (10) 150 pul DMSO-ban késziilt oldatat csepegtettiik a

reakcioelegyhez. A reakcioidd szobahdmérsékleten egy nap volt. Ezutan a reakcidelegyet

vizzel higitottuk, majd liofilizaltuk. A nyersterméket félpreparativ HPLC-vel tisztitottuk.

A tisztitasi koriilmények megegyeztek az 8-as vegyiiletek tisztitasa soran alkalmazott
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paraméterekkel. A tiszta, fehér por allaga 5 mg (48%) tomegil terméket 18,7 és 19,3 perc
kozott gyujtottiik, vizzel higitottuk, majd liofilizaltuk. HRMS ESI szamitott:
Ca2HssN120g 872,4293 [M+2H]", és 436,7186 [M+2H]?*". Mért: 872,4024 [M+2H]*, és
436,7118 [M+2H]*".

5.1.10. DBCO-PEG4-cKNGRE (18)

4,48 mg (0,0077 mmol) cKNGRE (15) peptidet oldottunk 150 ul szaraz DMSO-ban, majd
6,8 ul (0,0385 mmol) DIPEA bazist, és 5 mg (0,0077 mmol) dibenzociklooktin-PEG4-N-
hidroxiszukcinimidil észtert (DBCO-PEG4-NHS) (16) adtunk hozza 150 ul széraz
DMSO-ban oldva. A reakcidelegyet egy éjszakan at szobahémérsékleten kevertettiik,
majd vizzel higitottuk és liofilizaltuk. A nyersterméket a 8-as vegyiiletnél leirt
félpreparativ HPLC-és mddszerrel tisztitottuk. A fehér por allagl, 2 mg (23,24%) tomegii
vegyliletet 14,2 és 15 perc kozott gytijtottiik, vizzel higitottuk, majd liofilizaltuk. HRMS
ESI szamitott: Cs3HzsN13O14 1119,5713 [M+2H]*, és 560,2896 [M+2H]**. Meért:
1119,5415 [M+2H]*, és 560,2762 [M+2H]?*.

5.1.11. DOTAGA-LacN-cKNGRE (19)

3,5mg (0,0033 mmol) DOTAGA-LacN-ot (14) oldottunk 200 pl szaraz DMSO-ban, majd
2,5 mg (0,00287 mmol) DBCO-cKNGRE (17) peptidet adtunk hozza, melyet 300 pl
szaraz DMSO-ban oldottunk fel. Miutan egy ¢jszakan at szobahdmérsékleten kevertettiik
a reakcidelegyet, vizzel higitottuk, majd liofilizaltuk. A nyersterméket forditott fazisu
félpreparativ. HPLC-vel tisztitottuk, melynek koriilményei megegyezetek a 8-as
vegyiiletnél leirtakkal. A fehér por allaga, 1 mg (18%) tomegii anyagot 13,6 és 14,5 perc
kozott gytjtottiik, vizzel higitottuk és liofilizaltuk. HRMS ESI szamitott: CgaH120N22028S1
959,9274 [M+H]%*, és 640,6216 [M+H]*". Mért: 959,9204 [M+H]**, és 640,6193
[M+H]*".

5.1.12. DOTAGA-LacN-PEG4-cKNGRE (20)
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1 mg (0,95 umol) 18-as vegyiiletet oldottunk 200 ul szaraz DMSO-ban, majd 1 mg (0,89
umol) 14-es vegyiilet 300 ul DMSO-ban késziilt oldatat csepegtettiik hozza. A reakcioid6
szobahOmérsékleten egy nap volt. A reakcidelegyet vizzel higitottuk, majd liofilizaltuk.
A nyersterméket forditott fazisi HPLC-vel tisztitottuk. A tisztitds koriilményei
megegyeztek a 8-as vegyiiletnél leirt HPLC-és modszerrel. A fehér por allagnu, 1 mg
tomegli (52%) terméket 13,2 és 14,2 perc kozott gylijtottiik, majd vizzel higitottuk és
liofilizaltuk. HRMS ESI szdmitott: CosH141N23033S1 722,6682 [M+H]*, és 542,2531
[M+H]*. Mért: 722,6637 [M+H]*, és 542,2535 [M+H]*.

5.1.13. DOTAGA-cKNGRE (21)

A referencia vegylilet prekurzorat, a DOTAGA-CKNGRE-t (21) Dénes Noémi [111]
allitotta el6 a kovetkez6 modon: 7,2 mg (11,5 umol) p-SCN-Bn-DOTAGA (13) kelatort
¢és 5,8 mg (9,95 umol) cKNGRE (15) peptidet oldott 750 ul DMF-ben, majd hozzaadott
6,5 pl trietilamint €s 250 pl vizet. A reakcioelegyet szobahdmérsékleten egy éjszakan at
kevertette, majd vizzel higitotta ¢és liofilizalta. A nyersterméket forditott fazisu
félpreparativ HPLC-vel tisztitotta, Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 10 um (150 x
10 mm) oszlopon. Az dramlasi sebesség 4 ml/perc volt. A eluens: 0,1% TFA, B eluens:
0,1% TFA ACN/viz 95:5%-0s elegyében. Gradiens: 0 perc 10% B, 5 perc 10% B, 30 min
90% B. A tiszta, fehér por allagl, 6,6 mg (55%) tomegii terméket 11,1 és 11,5 perc kozott
gyljtotte, majd vizzel  higitotta ¢és liofilizdlta. HRMS ESI  szamitott:
CsoH79N17016S1 603,7884 [M+H]?*, és 402,8615 [M+H]3*. Mért: 603,7916 [M+H]*, és
402,8632 [M+H]*".

5.1.14. DOTAGA-LacN(NAP) (28)
A 3-azido-propil-(3-O-(2-naftil)metil-B-D-galaktopiranozil)-(1—4)-(2-amino-2-dezoxi-
B-D-glitkopiranozid) (27) eléallitasat Sziics Agnes végezte [114]. 9,5 mg (0,017 mmol)
27-es vegyliletet oldottunk 600 ul szaraz DMSO-ban és 900 ul Na2CO3z pufferben (0,1 M,

pH 9,5). Ezutan 11 mg (0,017 mmol) p-SCN-Bn-DOTAGA kelatort oldottunk 200 pl
DMSO-ban és ezt az elegyet hozzacsepegtettiik a 27-es vegyiiletet oldatahoz. Két
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¢jszakdn at kevertettilk a reakcioelegyet, majd vizzel higitottuk és liofilizaltuk. A
nyersterméket forditott fazisu félpreparativ HPLC-vel tisztitottuk. A tisztitas paraméterei
megegyeztek a 8-as vegyiilet tisztitasa soran alkalmazottakéval. A tiszta fehér por allagu
28-as vegyiilet tomege 10 mg (50%). *H NMR (400 MHz, Metanol-ds): § 7,90 (ddd, J =
13,6, 6,3, 2,7 Hz, 5H), 7,61 (dd, J = 8,5, 1,7 Hz, 1H), 7,57 — 7,45 (m, 2H), 7,38 — 7,24 (m,
8H), 4,98 — 4,88 (m, 1H), 4,57 — 4,24 (m, 1H), 4,09 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 4,02 — 2,86 (m,
33H), 2,59 (dd, J = 20,5, 13,0 Hz, 2H), 2,05 — 1,95 (m, 2H), 1,87 (d, J = 8,3 Hz 2H).
HRMS ESI szdmitott: Cs3H7aN10019S1, 1187.4930 [M+H]" és 594.2504 [M+H]?**. Mért:
1187.4861 [M+H]*, 594.2491 [M+H]?".

5.1.15. DBCO-PEG4-cRGDfK (30)

4,65 mg (0,0077 mmol) cRDGTK peptidet (29) oldottunk fel 200 ul DMSO-ban, majd 6,8
ul (0,0385 mmol) DIPEA bdazist adtunk hozza. Ezt kovetden a reakcidelegyhez 5 mg
(0,0077 mmol) DBCO-PEG4-NHS észter 200 ul DMSO-val késziilt oldatat adagoltuk. A
reakcioidd 1 nap. Ezutdn a reakcidlegyet vizzel higitottuk, majd liofilizaltuk. A
nyersterméket a 8-as vegyliletnél leirt félpreparativ HPLC-s modszerrel tisztitottuk. A
tiszta fehér por allagi 3,9 mg (44,5%) tomegli vegyiiletet 17,4 és 18,3 perc kozott
gyljtottiik, majd vizzel higitottuk és liofilizaltuk. HRMS ESI szamitott: Cs7H74N11014,
569.7826 [M+H]?*. Mért: 569.7839 [M+H]?*.

5.1.16. DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDIfK (31)

2 mg (0,0017 mmol) DBCO-PEG4-cRGDfK peptidet (30) oldottunk 150 ul DMSO-ban.
Ezt kdvetden 2,5 mg (0,002 mmol) DOTAGA-LacN(NAP)-ot oldottunk 150 ul DMSO-
ban, majd ezt az elegyet hozzacsepegtettiik a 30-as vegyiilet oldatdhoz. A reakcidelegyet
egy nappig kevertettiik, majd vizzel higitottuk, és liofilizaltuk. A nyersterméket a 8-as
vegyiiletnél emlitett HPLC-s mddszerrel tisztitottuk. A tiszta, fehér por allagh anyag
tomege 1 mg (24,5%), melyet 17,7 és 18,3 perc kozott gytjtottiink, vizzel higitottuk és
liofilizaltuk. HRMS ESI szdmitott: C110H148N21033S1, 776.0204 [M+H]**. Mért: 776.0251
[M+H]?*.
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5.1.17. DOTAGA-cRGDfK (32) szintézise

10 mg (0,0165 mmol) cRGDfK peptidet oldottunk 900 ul 0,1 M-0s Na,COs pufferben
(pH 9,55). Ezt kovetéen 12 mg (0,0165 mmol) p-NCS-Bn-DOTAGA kelatort oldottunk
fel 100 ul DMSO-ban, majd hozzacsepegtettiik a peptid oldatdhoz. A reakcioelegyet egy
¢jszakan at szobahOmérsékleten kevertettiik, majd vizzel higitottuk és liofilizaltuk. A
nyersterméket a 8-as vegyiiletnél leirt HPLC-s mddszerrel tisztitottuk. A tiszta, fehér por
allagi anyag tomege 2 mg (10%), melyet 13,8 és 14,1 perc kozott gyljtottiink, vizzel
higitottuk és liofilizaltuk. HRMS ESI szamitott: CssH7sN15016S1, 613.7853 [M+H]?* és
409.5262 [M+H]3*. Mért: 613.7855 [M+H]?**, 409.5277 [M+H]*".

5.2.Radiokémia

5.2.1. A 12-es vegyiilet ®®Ga izotoppal térténd radiokémiai jelzésének a vizsgalata
kiilonbozo prekurzor koncentraciok alkalmazasa soran

A 8Ga izotopot a %8Ge/*®Ga generator 0,1 M ultra tiszta HCl-val torténd frakcionalt
szintézisek soran. Az egyes jelzési reakciokhoz 100 pl [®Ga]GaCls oldatot hasznaltunk
fel (6-8 MBq 0,1 M HCI-ban), majd 20 ul NH4OAc pufferrel (3 M, pH 4) allitottuk be a
reakcidelegyek pH-jat. Ezt kovetéen a NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. (12)
torzsoldatbol (1mg/ml) 3, 5, 7, és 10 pl-t adtunk a pufferelt [?8Ga]GaCls oldatokhoz kiilon-
kiilon. A reakcioelegyek ligand koncentracioi a kovetkezok voltak: 10, 17, 23 és 32 uM.
A jelzési reakciokat 95 °C-on 15 percig melegitettiik. A reakciok végbemenetelét radio-
HPLC-vel ellendriztiik, Waters 2695 Alliance HPLC rendszeren. Analitikai oszlopként a
forditott fazisu Luna C18 3 pm (150 x 4,60 mm) kolonnat hasznaltuk. A eluens: 0,01 M
oxalsav (pH 3); B eluens: 95% ACN. Gradiens: 0 min 100% A, 1 perc 100% A, 10 perc
100% B, 12 perc 100% A.

5.2.2. A 12-es vegyiilet ®8Ga izotéppal torténd radiokémiai jelzése kiilonbozé
homeérsékelten
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100 pl 8GaCls (6-8 MBq 0,1 M HCI-ban) oldatot Eppendorf csébe pipettaztunk, majd 20
ul NH4OAc pufferrel (3 M, pH 4) allitottuk be a mintak pH-jat. Mindegyik elegyhez 10
ul 32 uM-os prekurzor oldatot adtunk. A jelzési reakciokat szobahdmérsékleten, 37, 60,
80, és 95 °C-on inkubaltuk 15 percig. Ezt kovetden a jelzési hozamokat az 5.2.1 részben

leirt radioanalitikai HPLC-s modszerrel hataroztuk meg.

5.2.3. A NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]2 (12) 8Ga izotéppal torténd optimalizalt
radiokémiai jelzése
1000 pl ®8GaCls oldatot (60-80 MBq 0,1 M HCl-ban) 200 ul NH4OAc oldattal (3 M, pH
4) puffereltiink, majd a NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]2 (12) térzsoldatbol (1 mg/ml) 100
ul-t (42 nmol) adtunk hozza. A reakcidelegyet 95 °C-on 15 percig melegitettiik. Ezutan a
kapott radiojelzett peptidet szilard fazist extrakcioval (SPE) tisztitottuk OASIS HLB lcc
oszlopon. A SPE oszlopot el6zetesen 5 ml EtOH-Ial (96%) és 10 ml vizzel aktivaltuk. Az
oszlopra felvitt radiotracert 1 ml vizzel mostuk. Ezt kovetéen radiojelzett terméket 2 x
250 pl salsol:EtOH 1:1 aranyt keverékével elualtuk. A termék radiokémiai tisztasagat
radio-HPLC-vel hataroztuk meg, melynek soran az 5.2.1 részben leirt paramétereket
alkalmaztuk. A tisztitott radiojelzett peptid radiokémiai tisztasaga >99%. A radiokémiai
tisztasagot radio-TLC modszerrel is meghataroztuk, melynek soran iTLC vékonyréteget

alkalmaztunk, az eluens pedig 0,5 M-os citrat puffer (pH 5,5) volt.

5.2.4. ADOTAGA-LacN (14), DOTAGA-LacN-cKNGRE (19) és a DOTAGA-LacN-
PEG4-cKNGRE (20) prekurzorok radiokémiai jelzése ®Ga izotoppal

1000 pl %8GaCls oldatot (80 MBq) 200 ul NH4OAc pufferrel (3 M, pH 4) elegyitettiink,
majd a 14, 19, és 20 vegyiiletekbdl késziilt 1 mg/ml-es torzsoldatokbol 20 pl-t adtunk az
elegyhez kiilon-kiilon. A reakcidelegyeket 95 °C-on 15 percig melegitettiik, majd az
eldallitott radiotracereket szilardfazisu extrakcioval tisztitottuk Oasis HLB 1cc oszlopon.
Az SPE oszlopot 5 ml 96%-0s EtOH-1al és 10 ml vizzel aktivaltuk. 1 ml vizzel mostuk az
oszlopra felvitt radiojelzett vegyiileteket, majd a tisztitott termékeket 2 x 250 pl salsol-
EtOH 1:1 aranyu elegyével elualtuk. A legnagyobb radioaktivitast frakciot nitrogén
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gazaram segitségével koncentraltuk, majd 100 pl salsollal higitottuk és ezt az oldatot
hasznaltuk fel a preklinikai vizsgéalatokhoz. Az  eldallitott radiotracerek
mindségellendrzését radio-HPLC-vel végeztiik. A mérés koriilményei megegyeztek az

5.2.1 részben leirt HPLC-s mddszerrel.

5.2.5. DOTAGA-cKNGRE (21) radiokémiai jelzése ®®Ga izotéppal

1000 ul %8GaCls oldathoz, 160 ul NaOAc puffert (1 M) és 3 ul 6 mM-0s DOTAGA-
cKNGRE torzsoldatot adtunk, majd a reakcioelegyet 95 °C-on 5 percig melegitettiik. Ezt
kovetden a radiotracert aktivalt (5 ml EtOH, 10 ml viz) SPE oszlopra (Oasis HLB 1cc)
vittik fel, majd az oszlopot 1 ml vizzel mostuk. A radiojelzett terméket 300 pl
salsol:EtOH 1:2 aranyu elegyével elualtuk. Az eldallitott radiojelzett peptid radiokémiai
tisztasagat radio-HPLC-vel hataroztuk meg KNAUER HPLC rendszeren, forditott fazist
Halo C18 5 pm (100 x 3,0 mm) kolonnat alkalmazva. Az aramlasi sebesség 0,7 ml/perc
volt. A eluens: 0,1% TFA, B eluens: 0,1% TFA ACN/viz 95:5% aranyu elegyében.
Gradiens: 0 perc 4% B, 2 perc 4% B, 5 perc 10% B, 10 perc 30% B, 13 perc 43% B.

5.2.6. DOTAGA-LacN(NAP) (28), DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK (31) és
DOTAGA-cRGDfK (32) prekurzorok radiokémiai jelzése ®®Ga izotéppal

A jelzésekhez felhasznalt ®Ga radionuklidot ciklotronban allitottuk eld %8Zn(p, n)®Ga
magreakcio segitségével, melynek soran a 20 mg-os préselt cink korongot 12 MeV
protonnyalabbal, 50 pA-es aramerdsséggel, 10 percig sugaraztuk be (~ 3 GBQ). Kihozatal
utan a besugarazott cink korongot 5 ml 5 M-o0s HCI-ban oldottuk fel, majd ezt kdvetden
ZR gyantan (0,3 ml) kotottik meg. A gyantat 5 ml 5 M-os HCIl-val mostuk, hogy
eltavolitsuk a ®8Zn szennyez6t. Ezt kovetSen az eldallitott *Ga radioizotopot 5 ml 2 M-
0s HCl-val elulaltuk, majd TK200 gyantara vittiik fel az eluatumot. Ez a 1épés az aktivitas
koncentralasat biztositja. A TK200 gyantat elészér 5 ml 2 M-os HCI-val mostuk. A %8Ga
radionuklidot frakcionaltan elualtuk 0,05 M-os HCI-val, ezt kovetden hasznaltuk fel a
radiojelzésekhez. 400 ul [®Ga]GaCls (130-200 MBq) oldatot elegyitettiink 400 ul
NH4OACc pufferrel (3 M, pH 4), majd 28, 31, és 32 vegyiiletekbdl késziilt 1 mg/ml-es

torzsoldatokbol 20 pl-t adtunk a pufferelt [8Ga]GaCls oldatokhoz kiilon-kiilon. A
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reakcioelegyeket 95 °C-on 15 percig melegitettiik, majd a radiotracereket Oasis HLB 1cc
SPE oszlopra vittiik fel kiilon-kiilon, melyeket elézetesen 5 ml EtOH-lal és 10 ml vizzel
kondicionaltunk. Ezutan az oszlopot 1 ml vizzel mostuk, a radiojelzett vegyiileteket pedig
250 pl EtOH-lal elualtuk. Ezt kdvetden a tisztitott radiotracereket nitrogén gazaram
segitségével koncentraltuk, majd 100 ul salsollal higitottuk a bioldgiai vizsgalatokhoz. A
radiofarmakonok radiokémiai tisztasagat radio-HPLC-vel hataroztuk meg. A mérési
koriilmények megegyeztek az 5.2.1 részben alkalmazott paraméterekkel. A radiojelzett
vegyliletek moléris aktivitas értékei a kovetkezdek voltak: 4,75 + 0,057 GBg/pmol
([®Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP), 11,63 + 0,17 GBg/umol ([®®Ga]Ga-DOTAGA-
LacN(NAP)-cRGDfK), valamint 5,49 + 0,19 GBg/umol ([*®Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK).

5.2.7. Oktanol/viz megoszlasi hanyados meghatarozasa:

A tisztitott radiofarmakonok oldatabol 50 pl (2-3 MBq) mennyiséget elegyitettiink 450 pl
vizzel, és 500 ul 1-oktanollal. A keveréket razogép segitségével razattuk 5 percig, majd
centrifugaltuk (9000 rpm, 5 perc). Minden egyes radiotracer esetében 3 x 20 pl
mennyiségli mintat vettiink, majd a mintdk radioaktivitasat gamma szamlaloval

hataroztuk meg.

5.2.8. Stabilitas vizsgalat

A tisztitott radiotracerek 50 ul (4-5 MBq) térfogatu oldatdhoz 50 pul human szérumot,
oxalsav oldatot (0,01 M), valamint Na;EDTA (0,01 M) oldatot adtunk kiilon-kiilon. A
mintakat radio-HPLC-vel analizaltuk 0, 60, és 120 perc elteltével. Az analitikai mérések

paraméterei azonosak voltak az 5.2.1 részben leirtakkal.

5.3. Biolégia

5.3.1. Allattartds

A 12 hetes C57BL/6 him egereket IVC rendszerben (Techniplast, Akronorm Ltd,
Budapest, Magyarorszag) 26 £ 2 °C-on, 55 = 10%-os paratartalomban tartottuk, a
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cirkadian ritmusnak megfeleld, 12 6ras mesterséges megvilagitasban, konvencionalis
allathazban. Minden allat szamara félszintetikus takarmany (SDS VRF-1, Animalab Ltd.,
Budapest, Magyarorszag) és sterilizalt csapviz allt a rendelkezésre ad libitum. Az allatok
emberi gondozasban részesiiltek. Az éllatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi
és Allatjoléti Bizottsaga engedélyezte (8/2016/DEMAB). A kisérleti allatok tartasa és
kezelése a magyar és az Eurdpai Unio térvényeinek, iranyelveinek, valamint eldirasainak

megfelelden tortént.

5.3.2. B16-FI10 tumor indukcioja

A subcutan B16-F10 (egér melanoma) tumor indukcidjahoz a C57BL/6 egereket 3%-
os izofluran (Forane, AbbVie) gazzal, dedikalt inhalacids kisallat anesztézias késziilék
(Tec3 Isoflurane Vaporizer, Eickemeyer, Egyesiilt Kiralysag) segitségével altattuk el. Az
egerek bal vallaba szubkutdn injektaltunk 150 pl steril fiziologias sdoldatban szuszpendalt
3 x 10° B16-F10 sejtet. Az in vivo és ex Vvivo vizsgalatokat az oltas utan 10 + 1 nappal

végeztiik. A tumorok térfogata 80 = 2 mm? volt.

5.3.3. Invivo PET képalkotas és kép analizis

Az in vivo biodisztribucids vizsgalatokhoz a B16-F10 tumoros egereket 3%-os izofluran
gézzal elaltattuk, majd a lateralis farokvénan keresztiil 150 pl fiziologias sdoldatban oldott
6,6£0,3 MBq aktivitisi [®Ga]Ga-DOTAGA-LacN, [®3Ga]Ga-DOTAGA-LacN-
cKNGRE, [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG4-cKNGRE , [®Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE,
[8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP), [8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK, valamint
[°8Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK radiofarmakont injektaltunk az egerekbe kiilon-kiilon. Az
intravénds injektalast kovetden (70-80 perc) 20 perces statikus PET felvételeket
készitettink a tumoros teriiletr6l miniPET-II és miniPET-IIl késziilekkel. A
képrekonstrukciot kovetden a vizsgalat targyat képezd teriiletet (VOI) manuélisan
rajzoltuk korbe a BrainCAD szoftver segitségével, majd meghataroztuk a kvantitativ

standardizalt felvételi értékeket (SUVs).
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5.3.4. Statisztikai elemzés

Az adatokat atlag + SD-vel adtuk meg. A szignifikancia kiszamitdsa kétmintas t-probaval,

kétiranya ANOVA, és Mann-Whitney U-prébaval tortént.

5.3.5. Exvivo szervi eloszlas vizsgalat

A B16F10 melanomas egereket a tumor indukciojat kovetéen 10-14 nappal
vizsgaltuk. A vizsgalathoz a kisérleti allatokat 3%-os izoflurdn gézzal altattuk el, majd a
lateralis farokvénan keresztiil 150 ul fiziologias s6oldatban oldott 6,6+0,3 MBq aktivitast
[8Ga]Ga-DOTAGA-LacN, [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE, [*Ga]Ga-DOTAGA-
LacN-PEGs-cKNGRE ,  [®Ga]Ga-DOTAGA-cCKNGRE,  [®%Ga]Ga-DOTAGA-
LacN(NAP), [8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK, valamint [®8Ga]Ga-DOTAGA-
CRGDfK radiofarmakont injektaltunk az egerekbe kiilon-kiilon. A 90 perces inkubalasi
1d6t kovetden az allatokat izofluran gazzal altattuk tal, majd a tumoros egerek hasiiregét
¢és melliiregét sebészi olloval nyitottuk meg. Vérmintat vettiink a szivbél, valamint
vizeletmintat vettlink a hugyhdlyagbol. A kovetkezd szervekbdl és szovetekbol
metszettiink le egy kis darabot: tiid6, m4j, bal vese, sziv, 1€p, gyomor, vékony-€s
vastagbél, hasiiregi zsir. Lemértiik az el6készitett mintak tomegét, majd radioaktivitasukat
kalibralt gamma szamlaloval hataroztuk meg. Az igy kapott adatokat %ID/g-ban adtuk

meg, amely a szazalakos injektalt dozis és a szovet tomegének a hanyadosa.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az avPs integrinek, valamint az aminopeptiddz N fontos szerepet toltenek be az
angiogenezis, valamint az attétképzés folyamataban. Az RGD (arginin-glicin-
aszparaginsav) tripeptid szekvenciat tartalmazé peptid szdrmazékok nagy affinitassal €s
szelektivitassal képesek kotddni az avps integrin receptorhoz, mig az aminopeptidaz N
receptorhoz az NGR (aszparagin-glicin-arginin) peptid analégok képesek specifikusan
kotddni. Ennek koszonhetden a pozitronsugarzo radionukliddal jelzett szarmazékaik
alkalmasak a tumor angiogenezis detektalasara PET képalkotassal. A galektin-3 a lektinek
csoportjaba tartozo fehérje, mely képes felismerni a kiilonb6zd glikokonjugdtumokban
talalhat6 B-galaktozidos kotéseket. A galektin-3 kiillonbozo jelatviteli utakon befolyasolja

a daganatok progressziojat. Az extracellularis galektin-3 részt vesz a metasztazis,

--------

crer

programozott sejthalal folyamatat szabalyozza. Ezért a galektin-3 jo prognosztikus,
valamint diagnosztikus markere lehet azoknak a tumor tipusoknak, amelyek nagyobb
mértékben expresszaljak ezt a fehérjét, ilyenek példaul a melandma, a vastagbél- vagy
prosztatardk. A galektin-3 természetes liganduma a laktézamin és galaktdz egységének
C-3’ helyzetben torténd megfeleld kémiai modositasa ndveli a receptorhoz valé affinitast.

A kutatas soran egyrészt glikozilacioval, valamint a pegilalassal terveztiik javitani a
peptid alapt radiogydgyszerek farmakokinetikajat, masrészt olyan radiofarmakonok
eldallitasat terveztiik, amelyek specifikusan képesek kotddni a galektin-3 receptorhoz.
Ennek megfeleléen RGD, NGR, valamint laktozamin tartalmu prekurzorok eléallitasat
heterodimer vegytiletek szintézisét is kidolgoztuk.

Elészor az azidopropil aglikonnal rendelkezd, 6-os laktézamin szarmazék szintézisét
valositottuk meg, melyet NODAGA-NHS (7) észterrel konjugaltunk. Ezt kdvetden a
kelator-konjugalt laktozamin szarmazékot (8) rézmentes, gytrtfesziiltség indukalta klikk
reakcioval kapcsoltuk az elézetesen DBCO egységgel funkcionalizalt E[c(RGDfK)]2
dimer peptidhez (11). Ezt kdvetden megvalositottuk az eléallitott NODAGA-LacN-
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E[c(RGDfK)]. prekurzor (12) %8Ga izotoppal torténd radiokémiai jelzésének
optimalizalasat. A legmagasabb radiokémiai hozamot a 32 uM-os ligandkoncentracional
tapasztaltuk, a reakcioidd 15 perc, a reakciohdmérséklet pedig 95 °C volt. Meghataroztuk
az eldallitott radiofarmakon oktanol/viz megoszlasi hanyadosat is, mely alapjan az
eléallitott radioligand hidrofil sajatsagiinak bizonyult. Megvalésitottuk a [*8Ga]Ga-
NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. vegyiilet stabilitasvizsgalatat is human szérumban, 0,01
M oxalsav, valamint 0,01 M NaEDTA oldatok jelenlétében. A vizsgélt koriilmények
kozott két ora elteltével is stabil maradt a radiofarmakon. Az eldzetes biologiai
vizsgalatok sordn az eldallitott radiojelolt molekula alacsony tumorfelvételt mutatott, ami
azzal magyardzhato, hogy valoszinlileg a peptidhez nagyon kozel 1évé DBCO egység
drasztikusan lecsokkentette a vegyiilet affinitdsat avPs integrin receptorhoz, ezért a
késébbiekben oligoetilén-glikol (PEG4) lancot alakitottunk ki a peptid és DBCO egység
kozott.

A kutatas kovetkez0 részében NGR peptidet tartalmazo radiofarmakonokat allitottunk
elé aminopeptidaz N receptort fokozottan expresszaldo tumorok detektalasara. Ennek
sordn elészor a 6-os laktézamin szarmazékot tiokarbamid kotésen keresztiil p-SCN-Bn-
DOTAGA kelatorhoz (13) kapcsoltuk. Ezutan a kapott vegyiiletet (14) rézmentes SPAAC
klikk reakcié alkalmazasaval konjugaltuk elészor DBCO-NHS észterrel (10), majd a
pegilalt-DBCO-NHS észterrel (16) funkcionalizalt cKNGRE pentapeptidekhez (17, 18).
Ezt kovetden megvalositottuk az eldallitott DOTAGA-LacN (14), DOTAGA-LacN-
cKNGRE (19) és DOTAGA-LacN-PEG4-cKNGRE (20) prekurzor molekulak %8Ga
radionukliddal torténd radiokémiai jelzését. Meghataroztuk az eldallitott radioligandok
oktanol/viz megoszlasi hanyadosat, az alacsony logP értékek alapjan a jelzett vegyiiletek
hidrofilek. A [®3Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. glikopeptiddel azonos médon
végeztiik el ezeknek a radiojelolt komplexeknek a stabilitas vizsgalatat is. A vizsgalatok
soran azt tapasztaltuk, hogy az alkalmazott harom kiilonb6z6 koriilmény esetében a jelzett
molekuldk 2 o6ra elteltével is intaktak maradtak. Az eldallitott radiogyodgyszerek
hatékonysagat B16F10 egér melandma modellen vizsgaltuk. A [%Ga]Ga-DOTAGA-
LacN-cKNGRE, [®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG4-cKNGRE, valamint a [%®Ga]Ga-

DOTAGA-cKNGRE felhasznalasaval késziilt miniPET felvételeken a tumorok
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egyértelmiien azonosithatéoak voltak, mig a [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN esetében
mérsékelt tumorfelvétel volt tapasztalhatd. A radiogydgyszerek maj- és vesefelvétele
kozott azonban kiilonbségeket fedeztiink fel. A glikozilacié, valamint a pegilalas ugyan
nem novelte jelentds mértékben a tumorfelvételt, azonban jelentdsen javitotta a peptid
alapu radioligandok farmakokinetikai tulajdonsagait. A jelolt peptid szarmazékhoz képest
csokkent a [%8Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE, valamint a [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-
PEG4-cKNGRE glikopeptidek akkumulacioja a méjban, ami a szervezet sugarterhelése
szempontjabol eldnyos.. Ezen kiviil a magasabb tumor/izom arany kontrasztosabb PET
felvételt eredményezett a két %8Ga-jelzett glikopeptid esetében.

Ezt kovetben a laktozamin affinitasat noveltiik a galektin-3 fehérjéhez egy aromas
csoport 3’-pozicidba torténd bevezetésével. Ennek megvalositasahoz eldszor egy (2-
naftil)metilezett laktézamin szarmazék (27) eldallitisa tortént. Ezt a vegyliletet a
korabban mar alkalmazott DOTAGA kelatorhoz (13) kapcsoltuk. Ezt a molekulat (28)
egyrészt ®8Ga izotoppal jeldltiik és vizsgaltuk képalkotod tulajdonsagait a Gal-3 pozitiv
tumorok detektadldsa soran, masrészt ez a molekula képezte az eldéllitani kivant
heterodimer vegyiilet egyik épitdegységét is. A heterodimer vegyiilet (31) masik
épitdegységét a pegilalt DBCO egységet tartalmazd cRGDfK peptid (30) biztositotta,
melyet eldallitdsa utan a kelator konjugélt (2-naftil)metilezett laktézamin szdrmazékhoz
(28) konjugaltunk a korabban mar sikeresen alkalmazott SPAAC klikk reakcio
segitségével. A biologiai vizsgalatokhoz ebben az esetben is megvaldsitottuk egy
referencia vegyiilet eldallitasat, melynek sordan a cRGDfK peptidet tiokarbamid kotésen
keresztiil kozvetleniil konjugaltuk a p-SCN-Bn-DOTAGA komplexképzohoz. Ezutan
megvalositottuk az eldallitott DOTAGA-LacN(NAP) (28), DOTAGA-LacN(NAP)-
cRGDfK (31), és DOTAGA-cCRGDfK (32) prekurzorok radiokémiai jelzését %8Ga
radioizotoppal. Ezt kovetéen meghatdroztuk az eldallitott radiofarmakonok oktanol/viz
megoszlasi hanyadosat, mely alapjan mindharom radiojelzett vegyiilet hidrofil volt. A
radiofarmakonok képalkot6 és farmakokinetikai tulajdonsagait in vivo PET, valamint ex
Vivo biodisztribucids vizsgalatokkal tanulmanyoztuk B16F10 egér melanoma modellen.
A miniPET felvételek alapjan mindhdrom radiojelzett vegyiilet alkalmas volt a B16F10

melandma kimutatasara. Az RGD peptidet tartalmazo radioligandok esetében azonban
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nagymértékii felhalmozodast tapasztaltunk a majban, ami nehezitette a PET felvételek
kiértékelését. A B16F10 tumorok kvantitativ SUV értékeinek elemzése soran azt az
eredményt kaptuk, hogy a refencia vegyiiletként alkalmazott [*®Ga]Ga-DOTAGA-
cRGDfK radiofarmakon szignifikdnsan alacsonyabb SUVmean értékkel jellemezhetd, mint
a masik két ujonnan eléallitott radiogyogyszer SUVmean értékei. A [8Ga]Ga-DOTAGA-
LacN(NAP) és a [3Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK radiofarmakonok SUVmean
értékei kozott azonban nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget. A tumor
héttéraranyok kiértékelése soran a [*3Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) 2-3-szor nagyobb
tumor/izom arannyal ¢és korilbeliill 21-szer nagyobb tumor/mdj arannyal volt
jellemezhetd, mint a masik két radiofarmakon. Ez azt jelenti, hogy a csak 2-naftil-
metilezett laktozaminnal targetalt radiofarmakon kival6 specifitassal képes detektalni a
B16F10 melanoma sejteket PET képalkotassal. A kapott in vivo PET eredmények jol
korrelaltak az ex vivo biodisztribucios vizsgalatokkal és megerdsitették a galektin-3
kimutatasara alkalmas [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) kiemelkedd képalkotd
tulajdonsagait.

A kutatomunkdm soran sikeresen dolgoztunk ki szintézis-stratégiat laktdozamin
tartalmi, RGD és NGR alapu radiofarmakonok eldallitdsara. A laktézamin egység
bevezetése javitotta az NGR peptid alapt radiogydgyszerek farmakokinetikai
tulajdonsagait, mert csokkentette azok majfelvételét. Végezetiil az altalunk kifejlesztett,
4j ®8Ga-jelzett, 3’-O-(2-naftil)metil-laktézamin alapu radiogyogyszer, a [®3Ga]Ga-
DOTAGA-LacN(NAP) alkalmasnak bizonyult a Gal-3 pozitiv melanoma tumorok

kimutatasara nagy szelektivitassal.
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7. SUMMARY

Aminopeptidase N and avfs integrins play an important role in the process of tumor
angiogenesis and metastasis. RGD (arginine-glycine-asparatic acid) containing peptides
can selectively bind to avfs integrin receptors, while the NGR (asparagine-glycine-
arginine) peptide analogues have high affinity to aminopeptidase N. For this reason, the
radiolabelling of this peptide derivatives with positron emitting radionuclides enables the
detection of tumor angiogenesis with PET imaging. The galectin-3 protein is a f-
galactoside binding lectin, which regulates tumor progression trough different signalling
pathways. The extracellular galectin-3 is involved in the progression of tumor
angiogenesis and metastasis, also promotes the adhesion, migration, and invasion of
neoplastic cells. The intracellular galectin-3 regulates the apoptosis. Therefore, galectin-
3 may be a good prognostic and diagnostic marker for galectin-3 positive tumor types,
such as melanoma, or colorectal cancer. Lactosamine is one of the natural ligands of
galectin-3. The proper chemical modification in the C-3° position of galactose unit
increases the lactosamine affinity to galectin-3 receptor.

The aim of the research was to improve the pharmacokinetic properties of peptide-
based radiopharmaceuticals by pegylation and glycosylation, as well as to prepare
lactosamine-based radioligands capable of binding to the galectin-3 protein. Accordingly,
the synthesis of NGR, RGD and lactosamine derivative-containing precursors was
performed. To enhance the accumulation of radiopharmaceuticals in the tumor cells,
heterodimeric radioligands were developed.

First, the azido-propyl aglycon-containing lactoseamine derivative (6) was
synthesized, then was conjugated to the NODAGA-NHS (7) bifunctional chelator. In the
next step the E[c(RGDfK)]> (9) was functionalized with DBCO unit (10). The synthesis
of the glycopeptide (12) was achieved by the following process: the chelator conjugated
lactosamine (8) was coupled by copper free, strain promoted click reaction (SPAAC) to
the functionalized peptide (11). Subsequently, the NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)].
precursor was radiolabelled with 88Ga isotope. The ideal conditions of the radiolabelling

were investigated. The highest radiochemical yield was measured at 32 uM ligand
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concentration and at 95 °C. The reaction time was 15 minutes. Octanol/water partition
coefficient was also determined. According to the low logP value the [*®Ga]Ga-
NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. radioligand was hydrophilic. Furthermore, the stability
of the radiolabelled glycopeptide was investigated in human serum, 0.01 M oxalic acid
and 0.01 M Na:EDTA. The radiopharmaceutical was intact under the investigated
conditions for two hours. According to the preliminary in vivo miniPET results, the
radioligand was showed low tumor accumulation. It could be explained by the fact that
the rigid DBCO unit was very close to the RGD peptide, which probably drastically
reduced the affinity of the radiolabelled glycopeptide to the avfs3 integrin receptor. In the
further experiments we used a PEG4-DBCO unit to avoid this problem.

In the next part of the research, NGR-based radioligands were synthesized for the
detection of aminopeptidase N positive tumors. First, the previously produced
lactosamine derivative (6) was reacted with p-SCN-DOTAGA (13). The obtained
compound (14) was conjugated with SPAAC reaction to the DBCO-cKNGRE (17) and
DBCO-PEG4-cKNGRE (18) peptides, respectively. Subsequently, the DOTAGA-LacN
(14), DOTAGA-LacN-cKNGRE (19) and DOTAGA-LacN-PEGs-cKNGRE (20) was
radiolabelled with %8Ga radionuclide. The octanol/water partition coefficient was
determined. According to the low logP value the radioligands were hydrophilic. Stability
studies of the radiolabelled compounds was performed in the same way as for [*®Ga]Ga-
NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. glycopeptide. All the three radiopharmaceuticals were
stable under the examined conditions for two hours. The biological efficacy of the
radioligands was tested on B16F10 melanoma-bearing mice. According to the in vivo
miniPET results, the B16F10 tumors were clearly identified with [®®Ga]Ga-DOTAGA-
LacN-cKNGRE, [®%Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG.-cKNGRE, and [*8Ga]Ga-DOTAGA-
cKNGRE. While [%8Ga]Ga-DOTAGA-LacN showed only moderate tumor accumulation.
However, we found differences the accumulation of the radioligands in the liver and
kidney. Glycosylation and pegylation were not affected significantly to the tumor uptake
of radiopharmaceuticals, but it improved the pharmacokinetics of the [*Ga]Ga-
DOTAGA-LacN-cKNGRE, and [°8Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEGs-cKNGRE

radiotracers. Compared to the [®Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE compound, the liver uptake
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of the [®®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE, and [®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEGy-
cKNGRE radioligands was decreased. In addition, the higher tumor to muscle (T/M) ratio
resulted in PET imaging with better contrast using the two radiolabelled glycopeptides.
The last part of this research we increased the affinity of lactose amin for the galectin-
3 receptor. Therefore, an aromatic group, namely 2(naphtyl)methyl was introduced into
the C-3’ position of the galactose unit. Firstly, the 2(naphtyl)methyl substituent containing
lactosamine derivative (27) was synthesized. Then, this compound was conjugated the
previously used DOTAGA chelator. The DOTAGA-LacN(NAP) (28) was radiolabelled
and its biological properties were investigated. On the other hand, it was coupled with
SPAAC reaction to the DBCO-PEG4-cRGDfK (30) peptide. For the biological studies a
reference compound was prepared: cCRGDfK peptide was conjugated to the DOTAGA
chelating agent via thiourea bond. The obtained DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK (31),
and DOTAGA-cRGDfK (32) were also radiolabeled with ®3Ga radioisotope. In addition,
the octanol/water partition coefficients of the labeled complexes were determined.
According to the low logP value the radioligands were hydrophilic. The imaging and
pharmacokinetic properties of the radiopharmaceuticals were studied by in vivo miniPET
and ex vivo biodistribution studies on a B16F10 mouse melanoma model. Based on the
miniPET images, all three radiolabeled compounds were suitable for the detection of
B16F10 tumor. However, the liver uptake of the cRGD based radioligands were elevated,
that made difficult the evaluation of the PET images.
The quantitative SUV analysis of B16F10 tumors revealed that the [®Ga]Ga-DOTAGA-
cRGDfK was characterized by significantly lower SUVmean Value, than the lactosamine-
containing radiopharmaceuticals. However, we not found significant difference between
the SUVmean Vvalues of [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) and [®Ga]Ga-DOTAGA-
LacN(NAP)-cRGDfK. According to the evaluation of the tumor/background ratio, the
[8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) radiopharmaceutical was characterized by 2-3-fold
higher tumor to muscle (T/M) ratio and approximately 21-fold higher tumor to liver (T/L)
ratio compared to the other two radioligands. The obtained results correlated well with
the ex vivo biodistribution studies, which confirmed the remarkable imaging properties of

[8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) for the vizualisation of galectin-3 protein.
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In this research, we have successfully developed a synthesis strategy to produce
lactosamine containing RGD and NGR based radiopharmaceuticals. The introduction of
the lactosamine unit improved the pharmacokinetic features of the NGR-based
radiopharmaceuticals by reducing the liver uptake. Furthermore, our novel ®®Ga-labeled
3’-(2-naphtyl)methyl lactosamine-based radiopharmaceutical, namely the [*®Ga]Ga-
DOTAGA-LacN(NAP) had been found suitable for the detection of galectin-3 positive
melanoma with high selectivity.
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9. Koszonetnyilvanitas

Szeretnem megkoszonni Prof. Dr. Berényi Ervinnek, a DE Orvosi Képalkoto
Klinika Nukledris Medicina igazgatdjanak, és Dr. Trencsényi Gyorgynek a DE AOK
Orvosi Képalkoto Intézet Nuklearis Medicina Tanszék vezetojének, hogy lehetové tették
PhD kutatomunkam elvégzését és az értékezésem elkészitését a a Nukledris Medicina
Tanszéken.

Szeretném halamat kifejezni témavezetémnek Dr. Fekete Anikonak, aki a
kutatomunkam sordan mindvégig tamogatott, és értekes szakmai tandcsokkal latott el.

Készonettel tartozom Dr. Szikra Dezsének a szakmai segitségéért és ®Ga izotop
eloallitasaert, Péliné Szabo Juditnak, Dr. Arato Viktoria Zsofianak, Nagy Tamdsnak és
végiil de nem utolso sorban Dr. Kis Adriennnek a preklinikai vizsgadlatok elvégzéséért.
Kiilon készonet illeti Dr. Trencsényi Gyorgyot aki a PET felvételek kiértékelésében
nyujott segitséget.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Gdspar Attilanak és a Sanomed Kfi.
munkatarsainak, Dr. Nagy Gabornak és Dr. Vagner Adriennek a MS mérésekben, Dr.
Herczeg Mihdlynak pedig az NMR spektroszkopiai mérések soran nyujtott segitségéért.

Halaval tartozom Stefanné Dr. Dénes Noéminek, aki megvalositotta a
refenciaként alkalmazott DOTAGA-cKNGRE vegyiilet eldallitasat és radiokémiai
Jelzését, valamint szeretném megkoszonni Sziics Agnesnek a (2-naftil)-metilezett
laktozamin szdarmazék eléallitasat. Koszonom Sziics Ddniel PhD hallgaténak a
kutatomunka soran nyujtott segitséget és kellemes munkahelyi légkér megteremtését.

Koszonettel tartozom a Nuklearis Medicina munkatdrsainak, akik munkadjukkal és
szakmai tamogatasukkal segitették a kutatomunkamat.

Veégiil de nem utolso sorban szeretnék kdszonetet mondani sziileimnek, akikre

eletem soran barmikor szamithattam és a PhD képzésem alatt mindvégig tamogattak.

Készonom a Richter Gedeon Nyrt. Centendariumi Alapitvanyanak, hogy a Rovid

tavu kutatds tamogatas keretében finansziroztak a publikacioim megjelenését.
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