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1. A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

A melanoma malignum az egyik legagresszivabb bdrdaganat,
amely eldrehaladott allapotban rendkiviil rossz prognodzissal
rendelkezik. Ezt a negativ tulajdonsagat a fokozott metasztatikus és
angiogén hajlama, valamint a kiilonb6z0 kezelésekkel szemben
mutatott rezisztencidja okozza. Az angiogenezis indukcidja kritikus
pont a legtobb human daganat - beleértve a melanoma malignumot is
- kialakuldsaban. A rosszindulati daganatok dontd hanyadaban (a
szolid daganatok tobb mint 90%-ban), beindul az Gj erek képzésnek
folyamata. A melanoma esetében a primer tumor korai felismerése,
majd mitéti uton torténd eltdvolitdsa, ¢és a folyamatos
szlirdvizsgalatok ellenére a betegek és a betegség eldrehaladott
stadiumaban 1évok szama folyamatosan novekszik. A korfolyamat
agresszivitasa abbol adodik, hogy képesek gyorsan novekedni a helyi
kapillarisok felé, majd tavoli metasztazisokat képezni tobb szervben
(pl.: tid6, agy, vese, m4j és belek), még akkor is, ha az elsddleges
daganat mérete nem latvanyos. A metasztazisok jelenléte
nagymértékben csokkenti a varhatd élettartam hosszat, ezért ezen
attétek korai felismerése és lokalizalasa dontd fontossagl a betegek
¢letkilatasai szempontjabol. A betegek életének meghosszabbitasa
szempontjabol az orvosi képalkotdé technikdk kulcsszerepet
jatszhatnak. A nem invaziv képalkotd6 moddszerek koziil a pozitron

emisszids tomografia (PET) nagy érzékenysége és felbontdsa miatt
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hasznos modszer a rosszindulati daganatok kimutatasara, valamint a
staddium meghatarozasara. A primer daganatok ¢&s  attétek
képalkotasara a leggyakrabban alkalmazott radiogyogyszer a [*8F]-
fluor-2-dezoxi-D-gliikoz (*|F-FDG). A ®F-FDG egy gliik6z-analég,
amely magas metabolikus aktivitassal rendelkezd sejtekben, példaul
daganatokban halmozddik fel. A széles korii hasznalat ellenére a 8F-
FDG bizonyos korlatokkal rendelkezik: nem specifikus a
rosszindulati melanomadra, rdadasul gyulladasos elvaltozasok és a
kozponti idegrendszer sejtjei is halmozzak, ami megneheziti a PET-
képeken az egészséges és beteg szdvetek elkiilonitését. A BF-FDG
ezen korlatai a melanoma diagnosztikdjanak javitasa céljabol
specifikus nyomjelzk szintézisét és jellemzését igényli, amelyek

novelik a PET képek alkalmazisanak hatékonysagat.

A generator alapt radioizotopok kényelmes alternativai a
ciklotronnal elallithaté izotopoknak. Ilyen PET-izotop a ®8Ga, amely
kozel idedlis fizikai tulajdonsagokkal rendelkezik (89% B*; ti2 = 68
perc; Ea (B) = 740 keV), a radionuklidhoz konnyii helyszini
hozzéférhetdség biztosithatd a kereskedelemben kaphaté ®3Ge/®Ga-
generatorokon keresztiil. A ®Ga fizikai és kémiai tulajdonsagai
lehetdvé teszik a hatékony radiojelolést kis molekulatomegii
vegyliletek  alkalmazasakor, dontéen  peptideknél,  viszont
antitesteknél és fehérjéknél a rovid felezési ideje miatt inkabb az
indirekt jelolés megvalositasa soran lehet hasznos. Az eldbbi teriileten
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mar jol bevalt radiojelolési modszerek dllnak a rendelkezésre,
amelyek szamos, a Kklinikai gyakorlatban-, illetve kutatasban
alkalmazott vegyliletet eredményeztek mar. Azonban a kiillonb6zo
daganatok, valamint élettani folyamatok hatékony, rovid idén beliili
és minél pontosabb feltérkepézése még tobb specifikus radiofarmakon
fejlesztését indokolja, amely komoly kihivds napjaink PET
radiokémidja szdmara.

Kutatomunkank {6 célkitlizése olyan specifikus kolcsonhatasok
alapjan dusuld radioligandumok fejlesztése, amelyek a melanoma
diagnosztikdjat tehetik hatékonyabbad, illetve magukban hordozzak a

teranosztikus analogok kidolgozasanak lehetdségét:

- A melanoma malignum daganatokban talalhato melanin
kimutatdsara alkalmas kismolekulak eldallitasa, radiojeldlése
PET izotoppal (8Ga-mal) és fizikai-kémiai-bioldgiai
karakterizalasa.

- A metasztazis képzésben kulcsszerepet betoltd élettani
folyamat, az angiogenezis megjelenitése, a fokozottan
kifejez6do receptorokon keresztiil.

A kitlizott célokat két nagyobb projekt soran végeztiik:

Projekt 1: A melanin pigmenthez specifikusan k6t6d6 benzamid-
analogot, a prokainamidot konjugéltuk makrociklusos és nyiltlanca

kelatorokkal, majd az eléallitott vegyiileteket radiojeldltiik %®Ga-mal,



ezt kdvetden pedig in vitro, in vivo és ex vivo biologiai kdriilmények
kozott teszteltik PET képalkotas segitségével. A méréseink soran
egészséges, kontroll egereket; melanint termeld B16-F10
sejtvonalakat, majd ebbdl létrehozott tumoros egereket; valamint
melanint nem termeld Melur és A375 sejtvonalakat, tovabba szintén
ezen sejtek felhaszndlasaval indukalt tumoros allatmodelleket

alkalmaztuk.

Projekt 2: Kiilonboz6 molekularis célpontok kimutatasara
alkalmas PET radioligandumokat fejlesztettiink, amelyek alkalmasak

az angiogenezis megjelenitésére.

a) Az Aminopeptidaz N (CD13) receptor célzasara alkalmas
8Ga-NODAGA-YEVGHRC fejlesztése és tesztelése.

b) A VEGFR-1 receptor kimutatisara képes ®3Ga-NODAGA-
APRPG-COOH ¢és ®®Ga-NODAGA-APRPG-NH; eldallitasuk
és vizsgalataik.

c) Egy olyan heterodimer szarmazék eldallitasa, amely egyik
alegysége az Aminopeptidaz N-t, mig masik része a VEGFR-
1-es receptorat célozza, ezzel eldsegitve a PET képalkotas
mindségének javulasat. Ez a radioligandum a ®Ga-NOTA-
NGR-APRPG.

A maésodik projekt soran eldallitott peptid-szarmazékokat

kelatorral konjugaltuk, ®3Ga-mal radiojeldltiik, mindségellenérzési



protokollt dolgoztunk ki, majd pedig in vivo és ex vivo PET mérések
soran teszteltilk képalkotasi tulajdonsagaikat B16-F10 melanoma

tumoros ¢és egészséges allatokon.



2. Anyagok és modszerek

2.1 Kismolekuliak nyomjelzése PET képalkotas céljabdl

2.1.1 4-Amino-N-(2-dietilaminoetil)benzamid-hidroklorid
konjugadlasi reakcioja NODAGA-NHS-észter keldtorral

Az ecls6 melanoma szelektiv, kis molekulatomegli ligandum
eléallitasa soran 4-amino-N-(2-dietil-amino-etil)-benzamid-
hidrokloridbdl indultunk ki, amelyet egy makrociklusos NODAGA-
NHS-észter kelatorral konjugaltunk, acetonitril/natrium-karbonat
puffer (pH = 9,5) 3:1 aranyu elegyében, a pH-t 2%-0s NaOH-dal 8,5
és 9 kozotti értékre allitottuk be. A termékként kapott NODAGA
konjugalt benzamid-analogot (NODAGA-PCA) félpreparativ RP-
HPLC-vel tisztitottuk, Osszegyijtottiik a frakciokat, és fagyasztva

szaritottuk.

2.1.2 HBED-CC-trisz(tBu)tetra-fluor-fenil-észter  szintézise,
majd konjugdlisa a 4-amino-N-(2-dietil-amino-etil)-

benzamid-hidrokloriddal

A HBED-CC-PCA — a masodik melanoma szelektiv kismolekula
— szintézisének els6 1épéseként N,N'-bisz[2-hidroxi-5-(karboxi-etil)-
benzil]-etilén-diamin-N,N'-diecetsav  trisz-terc-butil-észtert  ¢és
2,3,5,6-tetrafluor-fenolt feloldottuk acetonitrilben. Ezutan, N-(3-
dimetil-amino-propil)-N'-etil-karbodiimid-hidrokloridot és  N,N-



diizopropil-etil-amint adagoltunk az elegyhez. A reakcidoldatot
szobahOmérsékleten 2 6ran at kevertettiik, majd beparoltuk. Az
elegyet ujra oldottuk, majd szilicium-oxiddal t6lt6tt oszlopra vittiik
fel. A terméket etil-acetat/metanol 4:1 aranyu elegyével nyertiik
vissza az allofazisrol. A HBED-CC-trisz(tBu)tetra-fluor-fenil-észtert
tartalmazo szerves fazisokat egyesitettiik és beparoltuk. Ezt kovetden
a kapott terméket a 4-amino-N-(2-dietil-amino-etil)-benzamid-
hidrokloriddal konjugaltuk, a véddcsopotokat (-tBu) TFA-val
hasitottuk le. Ebben az esetben - és a NODAGA-PCA-nél is -, a tiszta
terméket analitikai RP-HPLC azonositottuk, valamint ESI-MS és 'H-
NMR segitségével végeztiikk a szerkezetazonositasukat. A jeldlési

ultratiszta viz segitségével.

2.1.3 NODAGA-PCA ¢és HBED-CC-PCA radioizotépos

jelilése %8Ga-mal

A NODAGA-PCA ¢és a HBED-CC-PCA vegyiiletek
radioizotopos jeldléséhez Obninsk tipust, TiO2 allofazist tartalmazo
8Ge/®®Ga generatort hasznaltunk, amelyet 5 mL 0,1 mol/dm?®
ultratiszta HCI-dal frakcionaltan elualtunk. Az  aktivitas
koncentraciora legtoményebb (=350 MBq) frakcidt Osszegytijtottiik
(1 mL), majd 0,16 mL ultratiszta NaOAc-tal (1 mol/dm?) puffereltiik,
a reakcioelegy pH-jat 4,5-re allitottuk be 0,06 mL 2%-0s NaOH-dal.

Ezutan 5 uL 3 mmol/dm? koncentraci6jt prekurzort (NODAGA-PCA
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vagy HBED-CC-PCA) adtunk a reakcioelegyhez, amit 5 percig, 95
°C-on inkubaltunk. A reakcidoldatot szobahdmérsékleten hagytuk
lehtilni, majd ezutdn egy elére aktivalt OASIS HLB 1 cc 30 mg
toltettérfogata oszlopra vittiik at (aktivalas: 5 mL 96% EtOH, majd 10
mL vizes mosas; gyartdi ajanlas). A radioaktivitds immobilizalasa
utan az oszlopot 2 mL vizzel mostuk, az esetleges fémszennyezddések
és a nem komplexdlt szabad %Ga eltavolitasa céljabol. A %Ga
radiojelolt prokainamid szarmazékokat 0,5 mL izotonids natrium
klorid oldat/96% etanol 2:1 aranyt elegyével nyertiik vissza az
oszloprél. A radioizotoppal jelolt terméket tovabb higitottuk 2 mL
0,9%-0s NaCl oldattal, hogy az alkoholtartalmat 10% ala
csokkentsiik, ezutdn pedig steril szlron szartiik. Minden egyes
esetben a végtermék radiokémiai tisztasagat (%) analitikai RP-HPLC-

vel ellendriztiik, UV- és radiodetektor egyiittes alkalmazasaval.

2.1.4 Félpreparativ és analitikai HPLC

A kiilonbozd kelatorral konjugélt prokainamid szarmazékok
tisztitdisa KNAUR HPLC rendszer segitségével tortént, félpreparativ
Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlopon (hossz és belsd
atméré: 150 mm * 10 mm; részecske méret: 10 pm), 4,4 mL/perc
aramlasi sebesség alkalmazasaval. A csicsokat 254 nm-en detektaltuk

UV detektor segitségével.



A radioaktiv izotdppal jelzett vegyiiletek mindségellendrzéséhez
a fentiekben ismertetett KNAUER HPLC-t hasznaltuk, ebben az
esetben az UV detektor elé egy radiodetektort kapcsoltunk és
egylttesen hasznaltuk a tovabbiakban Oket; a csticsokat tovabbra is
254 nm-en detektaltuk, a kolonnat egy analitikai Supelco Discovery®
Bio Wide Pore C18 oszlopra cseréltiik le (hossz és bels6 atmérd: 250
mm * 4,6 mm; részecske méret: 10 um), az aramlési sebességet 1,2

mL/percre csokkentettiik.

2.1.5 AS%8Ga-mal jelzett kismolekulik oktanol/PBS megoszlisi

hanyadosanak (LogP) meghatadrozdsa

A %8Ga-NODAGA-PCA ¢és a ¥Ga-HBED-CC-PCA szarmazékok
megoszlasi hanyados (LogP) értékeit is vizsgaltuk, amely szamadat a
vegylilet adott pH értéken valo vizoldékonysagara utal. A megoszlasi
hanyados értékének meghatarozdsit — mindkét prokainamid
szarmazék esetében oktanol/PBS-sel végeztiikk, a radioaktivitast
Perkin Elmer Packard Cobra gamma-szamlaloval hataroztuk meg, az
eredményt cpm-ben kaptuk meg, amelybdl pedig kiszamoltuk a

radiojeldlt kismolekuldk LogP értékeit.

2.1.6 A %8Ga-mal jelzett kismolekuldk in vitro stabilitisanak

meghatdrozdsa
A %Ga-NODAGA-PCA és %Ga-HBED-CC-PCA vegyiiletek
stabilitasat 37 °C-on patkdny- és egér szérumban teszteltiik,
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kiilonb6z6 idépontokban, majd pedig radioHPLC-vel mértik a

radioligandumok radiokémia tisztasagat.
2.1.7 Invitro telités kotodesi vizsgalatok

Az in vitro kotddési vizsgalatokhoz melanint termelé B16-F10

sejtvonalat hasznaltunk. A sejteket 24 lyuka lemezeken tenyésztettiik

crer

nmol/dm®)  ®8Ga-NODAGA-PCA és  %Ga-HBED-CC-PCA
vegyiileteket adtunk minden egyes lireghez. Az egy 6ras inkubdacios
1d6 utan (COz inkubatorban, 37 °C-on) a tapkozeget eltavolitottuk, a
sejteket kétszer mostuk mind PBS-sel, mind glicin oldattal, majd ezt
kovetden NaOH-al lizaltuk dket 10 percig 37 °C-on. Végiil gamma

szamlaloval megmértiik a mintdk radioaktivitasat.
2.1.8 Sejtfelvétel és kiaramlasi vizsgalatok

A B16-F10, A375 ¢és MELUR sejteket egyrétegii
sejttenyészetként szaporitottuk szdvettenyészté lombikokban (2*10°
sejt/lombik) 24 oran at. Ezutan pedig sejtfelvétel és kiaramlasi

vizsgalatokat végeztiink rajtuk.
2.1.9 Az alkalmazott tumor modellek

A mérések sordn C57BL/6J és a CB17 SCID tipusu egereket
alkalmaztunk. Az in vivo tumor modellek indukciojahoz felnétt
ndstény CB17 SCID (n = 30) és C57BL/6J (n = 20) egerek alltak a
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rendelkezésiinkre. Az amelanotikus tumor modellek indukaldsakor
1*10° amelanotikus MELUR vagy A375 tumorsejteket injektaltunk
az egér bal vall régiojaba a bor ala 0,9%-0s NaCl oldatban (100 uL).
A melanint termeld melanoma létrehozasa céljabol a C57BL/6J
egereket B16-F10 tumorsejtekkel (1*10° sejt; 100 uL NaCl-ban)
injektaltuk, szubkutan a bal vall teriiletén. Az in vivo és az ex Vivo
kisérleteket 21 + 2 nappal a tumorsejtek szubkutan torténdé injektalasat

kovetden torténtek.
2.1.10 PET/CT és PET/MRI képalkotas

A kontroll és a daganatos allatokba 7,0 £ 0,2 MBq 8Ga-
NODAGA-PCA-t vagy ®FDG-t injektaltunk a farokvénan keresztiil
20 + 2 nappal a B16-F10, vagy Melur sejtek beiiltetése utan, ezt
kovetden az egész test PET-vizsgdlat (10 perc felvételi id6) a

MiniPET-II szkenner segitségével tortént.

Az allatok PET/MRI vizsgalata a debreceni ScanoMed Kft.
Transzlacios Kutatdé Kozpontjanak Preklinikai Laboratoriumaban
tortént. A kontroll és tumoros allatokba a lateralis farokvénan
keresztiil 10,3 = 0,3 MBq %Ga-NODAGA-PCA és %8Ga-HBED-CC-
PCA radioizotopjelzett vegyiiletet injektaltunk. A teljes test PET
vizsgalatok (20 perces statikus PET vizsgalat) a preklinikai nanoScan
PET/MRI késziiléken lettek elvégezve.
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2.1.11 Ex vivo biodisztribucios vizsgalatok

Az in vivo PET/MRI képalkotast kovetd napon a kontroll és a
tumoros egerekbe intravénasan 10,3 + 0,3 MBq %Ga-NODAGA-PCA
és 8Ga-HBED-CC-PCA radioizotopjelzett vegyiileteket injektaltunk.
A %Ga-mal jeldlt prokainamid szdrmazékok beadasat kovetden az
egereket tulaltattuk, 3%-0s izoflurannal. Mindegyik szervbdl és
szOvetbd mintdkat vettiink, a stlyukat analitikai mérleggel-, a
radioaktivitdsukat gamma szamlaloval mértiik, és kiszamitottuk a

DAR (Differencialis abszorpcids arany) értéket.

2.2 Peptid-szdarmazékok nyomjelzése PET képalkotds céljabol
2.2.1 APRPG-NH; és az APRPG-COOH peptidek eliallitasa

peptid-szintézissel

Az APRPG-NH:z és az APRPG-COOH peptidek eldallitasat Prof.
Dr. Mez6 Gébor, az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

vezetOje készitette, az altalunk megtervezett szerkezet alapjan.

Az APRPG-NH: peptid eldallitasa Rink-Amid MBHA gyantan
tortént, mig az APRPG-COOH peptid 2-CITrt gyantan, SPPS-
modszerrel szintetizaltak, a szokasos Fmoc-kémia alkalmazasaval. A
nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztitottak, majd a tisztitasi 1épést
kovetden a termékeket (APRPG-NH. és APRPG-COOH) analitikai
RP-HPLC ¢s elektronporlasztasos ionizacios-tomegspektrometria

modszerekkel tesztelték és azonositottak.
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Az NGR-APRPG ¢és az YEVGHRC peptideket a Bankpeptide
Biological Tech Co., LTD (Hefei, Kina) szintetizalta

megrendelésiinkre.

222 A NODAGA-APRPG-COOH, NODAGA-APRPG-NHz,
NOTA-NGR-APRG és a NODAGA-YEVGHRC peptid-

szarmazéekok eloallitasa

A NODAGA-APRPG-COOH peptid prekurzor eldallitdisdhoz a
makrociklusos NOTA csaladjaba tartozd p-SCN-Bn-NODAGA, az

amin funkcios csoportra szelektiv kelatort valasztottuk.

A NODAGA-APRPG-NH; eléallitasakor a kelator, és maga a
konjugacios reakcid lépései is megegyeztek az eldzd bekezdésben
leirtakkal, mindossze a kimért anyagmennyiségek €s a linedris peptid

karboxil terminalisa kiillonbozott.

A NODAGA-YEVGHRC peptid-szarmazék eléallitasahoz
szintén egy makrociklusos kelatort, a Maleimid-NODAGA-t
alkalmaztuk Ebben az esetben a cisztein oldallancon keresztiil
végeztikk el a konjugaciot. A heterodimer vegyiilet (NOTA-NGR-
APRPG) amelyet el6éallitasaval, egy olyan peptid-szarmazék allt a
rendelkezésiinkre, amely két kiilonb6zd tipusu peptid-alegységgel
(ciklikus NGR ¢és aciklusos APRPG) rendelkezik egy molekulan

beliil, ez a konstrukcio feltételezéslink szerint eldsegitheti a
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képalkotas mindségi javulasat olyan tumorok esetében, ahol az APN

¢s a VEGFR-1 egyidejiileg fejezodik ki.

Mindegyik eldallitott vegyiilet esetében a nyersterméket
félpreparativ RP-HPLC KNAUER késziilékkel, félpreparativ Supelco
Discovery Bio Wide Pore C18 oszloppal) felszerelve tisztitottuk. Az
izolalast kovetden a termékeket tartalmazé frakcidkat egy lombikba
gyljtottiik, majd liofilizaltuk. Az anyagot ESI-MS ¢és analitikai RP-

HPLC-vel jellemeztiik. Ezt kdvetden a 3 mmol/dm® koncentracidju

torzsoldatot készitettiink a vegyiiletekbdl.
2.2.3 Az eléallitott peptid-szarmazékok radiojelilése ®Ga-mal

A radiojeldléshez GalliaPharm® ®8Ge/%®Ga-generatort (Eckert-
Ziegler, Berlin, Németorszag) alkalmaztunk. A frakcionalt eltciot
kovetden, a legmagasabb aktivitdskoncentracioval rendelkezé 1 mL-t
puffereltink 0,16 mL (I mol/dm®) ultra tiszta natrium-acetattal,
amellyel a reakcidelegy pH-jat ~4-4,1-re allitottuk bemindegyik
vegylilet esetében, majd 5 uL-t adtunk a reakcidhoz a torzsoldatokbol.
Ezt kovetden 95 °C-on 5 perces inkubacio mellett, kevertetés nélkiil
zajlott le a radiojeldlési reakcio a NODAGA-YEVGHRC és a NOTA-
NGR-APRPG peptid-szarmazékok esetében. Méréseink kdzben az
deriilt ki, hogy a NODAGA-APRPG-COOH és a NODAGA-APRPG-
NH2 peptidek vélhetdleg érzékenyebbek a radiolizisre, ezért az

emlitett modszer alacsony radiokémiai tisztasdggal rendelkezd
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termékeket eredményezett. A melléktermékek  keletkezését
kikiiszobolendéen a radioizotdpos jeldlést szobahdmérsékelten, 5
percig végeztik, illetve 0,1 mL abszolait EtOH-t adtunk a
reakcioelegyhez gyokfogo tulajdonsaga miatt. Ezt kdvette az OASIS
HLB 1 cc 30 mg-os oszlopon a vegyiiletek tisztitasi-formulazasi
1épései. A ®8Ga-mal jelolt peptid-szarmazékokat 0,2 mL izotonids
so6oldat/96% etanol 2:1 aranyt oldataval elualtuk az oszloprol.
Minden egyes esetben a végtermék radiokémiai tisztasagat (%)
analitikai RP-HPLC-vel ellendriztiik és hataroztuk meg, UV- és
radiodetektor  egyiittes alkalmazdsdval. A  radioligandumok
oktanol/PBS megoszlasi hanyadosanak (logP) értékeit, valamint az in
vitro stabilitasukat is meghataroztuk a 2.1.5 és a 2.1.6 fejezetekben

leirtak alapjan.
2.2.4 Alkalmazott biologiai rendszerek és koriilmények

Az angiogenezis kimutatdsara alkalmas vegyiileteink receptor-
kotddési tulajdonsagait B16-F10 tumort hordozo6 egereken teszteltiik.
A sejttenyésztési folyamat soran B16-F10 sejteket DMEM (Dulbecco
modositott sas tapoldat) tdpkozegben, 10% FBS (magzati borju
fehérje) szérummal novesztettiik, amihez 1% (v/v) MEM-et (nem
esszencialis aminosav), 1% MEM vitamint, 1% antibiotikus ¢és
antimiotikus oldatot adagoltunk. Az in vivo kisérletsorozathoz - amely
soran  a %8Ga-mal jeldlt peptid-szarmazékjaink képalkotési

tulajdonsagait teszteltiik -, 12 hetes him, C57BL/6 egereket (n = 60)
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az Animalab Ltd.-t61 (a The Jackson Laboratory viszontelad6ja)
vasaroltuk. A tumor létrehozasahoz 5 * 10° B16-F10 egér eredetii

melanint termel6 sejteket 150 puL séoldatban injektaltuk az egerek bal

crer

2.2.5 In vivo dllatkisérlet és kvantitativ PET-elemzés

A B16-F10 tumor indukciot kdvetd 8. vagy 9. napon tortént meg
a képalkotd vizsgalat mindegyik peptid-szarmazék esetében dedikalt
kisallat kamera segitségével. A tumort hordozé (n = 40) és az
egészséges, kontroll (n = 20) egerek érzéstelenitését kovetden 5,5 +
0,7 MBq %Ga-NODAGA-APRPG-COOH, %Ga-NODAGA-
APRPG-NH>, ®8Ga-NODAGA-YEVGHRC ¢és a %Ga-NOTA-NGR-
APRPG vegyiileteket injektaltunk a lateralis farokvénan keresztiil. 90
perces inkubaciot kovetden az allatokat 3% izoflurannal (Foran)
elaltattuk specidlis inhalacios altatogép segitségével. Az altatast
fenntartva statikus PET-vizsgalatot (t = 20 perc) végeztink a
MiIniPET-II. kamera hasznalataval. A felvételek rekonstrukcioja

BrainCad szoftver alkalmazasaval tortént.
2.2.6 Ex vivo biodisztribucios vizsgdalatok

Az ex vivo biodisztribicios vizsgalatokat a mar fentebb emlitett
médon hajtottuk végre (2.1.11 fejezet), itt azonban a %8 Ga-NODAGA-
APRPG-COOH, %Ga-NODAGA-APRPG-NH,, %Ga-NODAGA-
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YEVGHRC ¢és a %Ga-NOTA-NGR-APRPG vegyiileteket
injektaltunk, majd az eredményeket ID%-ban fejeztiik ki.
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3. Eredmények és megbeszélés

3.1 Melanoma malignum kimutatisdara hasznalt vegyiiletek

képalkotasi tulajdonsdgainak értelmezése

A borrak legagresszivebb formdja a melanoma malignum,
amelynek eléfordulasi gyakorisdga az utdbbi évtizedek megtigyelései
alapjan folyamatosan ndvekszik, ezért a hatékony diagnosztika
kifejlesztése egyre nagyobb népegészségligyi jelentOséggel bir. A
szakirodalom 4ttanulméanyozasa alapjan feltételeztiik a munkénk
kezdetén, hogy a ®8Ga-mal jelzett prokainamid vegyiiletek hatékony
diagnosztikai hozzaadott értékkel rendelkezhetnek a melanin

pigmentet termelé melanoma tumorok kimutatasa kapcsan.

A prokainamid-tipust vegyiiletek diagnosztikai hatékonysaganak
bizonyitasa érdekében két kiilonbozd szerkezetli kelatorral konjugalt
szarmazékot allitottunk el6. Munkank soran a 4-amino-N-(2-
dietilaminoetil)-benzamid-hidroklorid alapvazat NODAGA-NHS
észter makrociklusos kelatorhoz, illetve aciklusos HBED-CC-

trisz(tBu)tetra-fluoro-fenil-észterhez kapcsoltuk.

A NODAGA-4-amino-N-(2-dietilaminoetil)-benzamid
radiojeldlését 8 Ga-mal valositottuk meg (®.Ga-NODAGA-PCA). A
teljes szintézis 15 percet vett igénybe, beleértve a végsé formuldzasi
1épést is, amely kényelmes szintézis idokeretet biztositott a rovid

felezési ideji radioizotoppal torténd munkavégzéshez. A radiojelolt
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vegyiilet radiokémiai tisztasaga meghaladta a 98%-ot, a molaris
aktivitdsa 15-17 GBg/umol érték kozott mozgott. Ezért ez a
radioszintézis modszer lehetdvé tette szamunkra, hogy a bioldgiai
alkalmazasokhoz robusztus méodon eléallitsuk a melaninra specifikus
®%Ga-NODAGA-PCA-t, illetve a radioligandum  mindségi
paraméterei alkalmasak voltak a preklinikai vizsgalatok eredményes

elvégzéséhez.

A  %Ga-NODAGA-PCA melanin-specificitasat in  vitro
kortilmények kozott bizonyitottuk melanin pozitiv B16-F10 ¢és
melanin negativ Melur sejtvonal felhasznalasaval. A radioligandum
dasuldsa a melanint tartalmaz6é B16-F10 sejtekben szignifikdnsan
magasabb volt, mint az amelanotikus Melur esetében, a vizsgalt (30,
90 perc) idépontokban. In vitro méréseink soran megfigyeltiik, hogy
a %8 Ga-NODAGA-PCA dusulasa idofiiggd folyamat, vagyis, az eltelt
idével aranyosan monoton ndvekvd dusulast taldltunk a B16-F10
sejtekben. Azonban ez a kiilonbség méréseink soran nem bizonyult
szignifikansnak. Sejtes kisérleteink megerdsitették tovabba a ®3Ga-
NODAGA-PCA melanin-specificitasat. A melanin pozitiv B16-F10
sejtvonalban a %Ga-NODAGA-PCA radioligandum felvétel értékei
magasabbak voltak a 30. és 90. percben, mint a szakirodalomban
korabban megjelent hasonld, radiofém-felslt molekulak (pl.: %8Ga-
SCN-DOTA-PCA) in vitro paraméterei 2 6ra alatt (0,56% = 0.02%),
ugyanakkor elmaradnak a ‘®F-ral jelolt szarmazékoktol (pl.: FBZA-
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dal (N-[2-(dietilamino)-etil]-4-18F-fluor-benzamid)). A farmakon-
felvételi vizsgalatokat kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy az
egyszer megkotddott aktivitds milyen stabilitdssal rendelkezik a sejten
beliil. Ezért vizsgltuk a ®3Ga-NODAGA-PCA vegyiilet kidraml4sat
is mindkét sejtvonal (B16-F10, Melur) esetében. A B16-F10 és Melur
sejtek kidramlasi vizsgalatahoz 30 vagy 90 inkubécids id6 utan, még
tovabbi 10 percig inkubaltuk a sejteket, de a médium nem tartalmazott
radiojeldlt vegyiiletet. Megallapitottuk, hogy a kotott °8Ga-
NODAGA-PCA mennyisége a 10 perc extra id6tartam utan csokkent.
Feltételeztiik, hogy a sejtek melanin tartalmédnak telitése utan a
»felesleges”  radiojeldlt  vegyiilet a  koncentracio-gradiens
megvaltozasa miatt kiliriil a sejtekbol. Mindazonaltal a melanin
pozitiv B16-F10 ¢és melanin negativ Melur sejtvonalak felvételi
aranya nem kiilonbozott szignifikdnsan a kezdeti aranyoktol. Szdmos
tanulmany arr6l szamolt be, hogy a benzamid-szarmazékok
sejtfelvétele passziv diffuzidval torténik, €s a nagy vizoldékonysag
csokkenti a sejthartyan valod atjutas sebességét. Tesztelve ezeket az
elméleteket, megmértiik a logP értékeket is. A 8Ga-NODAGA-PCA
logP-je -2,79 + 0,10 volt, ami arra utal, hogy a radioligandum erésen
hidrofil. Méréseink szerint ez a tulajdonsag lehet az alapja a melanint
nem termeld sejtek alacsony farmakon-felvételének. Ugyanakkor a

radioligandum jovObeli hasznositdsa érdekében érdemes lenne
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alaposabban tisztazni a sejtbe vald bejutds transzportfolyamatait a

benzamid-szarmazékok tekintetében.

Egészséges allatokon végzett in vivo és ex vivo biodisztriblicios
vizsgalatok azt mutattdk, hogy a %Ga-NODAGA-PCA a
vizeletkivalaszto itvonalon tirtil ki a szervezetbdl. Erre a tényre a logP
érték alapjan eldre szamitottunk is. A radiojeldlt vegyiilet dusuldsa
egészséges szovetekben és szervekben alacsony volt, még a majban
val6 dusulas is elhanyagolhatonak tekinthetd 90 perces inkubacids ido
utan. Ezek az eredmények jol korrelaltak az in vitro méréseink
megallapitasaval, valamint mas tanulmanyok eredményeivel, ahol a
8Ga-NODAGA-PCA-dal strukturalisan hasonlé radioaktivan jelzett

benzamidokat vizsgaltak.

A %8Ga-NODAGA-PCA melanin-specificitasat in vivo és ex vivo
biodisztriblicidos mérésekkel tamasztottuk ald bor alatt ndvekvd
melanotikus B16-F10 (C57BL/6 egerekben) ¢s amelanotikus Melur
tumorok alkalmazésaval (SCID egerekben) 20 + 2 nappal a tumorse;jt
beoltasa utan. 10 perces statikus PET képeket készitettiink 90 perccel
a radioaktiv injekcio intravénds beadasat kovetden. A szubkutan
novekvd B16-F10 tumorok egyértelmiien lathatova valtak a miniPET
képeken alacsony hattér aktivitassal, majd a PET képek kvantitativ
elemzése utan azt taldltuk, hogy a ®Ga-NODAGA-PCA
akkumulaciéja a melanint tartalmazé B16-F10 tumorban

szignifikansan (p < 0,01) nagyobb volt, mint az amelanotikus Melur
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daganat esetében. Ezek az in vivo eredmények egyeznek az ex vivo
biodisztribtcios vizsgalatok tapasztalataival, amelyek megerdsitették
a %Ga-NODAGA-PCA melanin-specificitasat. Eredményeink az
irodalomban taldlhatdé mérésekkel Osszhangban vannak; a PET-
izotopokkal (18F, 8Ga) jelzett benzamid-szarmazékok relative magas
felhalmozodast mutattak a B16-F10 daganatokban, kivalo
tumor/hattér értékekkel. Munkank soran a %8Ga-NODAGA-PCA
hatékonysagat B16-F10 sejtek okozta tiidd metasztazisokban is
vizsgaltuk, egérmodellen. Az altalunk is hasznalt szingenikus
C57BL/6 éllatmodellt széles korben alkalmazzédk a preklinikai
melanoma kutatdsokban. Tanulmanyunkban tiidé metasztazisokat
indukaltunk 1x10° B16-F10 melanoma sejteket tartalmazo intravénas
injekcid beadasat kovetden. A miniPET/CT képek elemzésével a
metasztatikus tumorelvéltozasok a tiidében jol lathatéva valtak a
8Ga-NODAGA-PCA injektalast koveté 90 perc utan, alacsony hattér
dasulassal. A PET képek kvantitativ kiértékelése utan a B16-F10
metasztazisokban koriilbeliil 6-8-szor nagyobb %®Ga-NODAGA-PCA

halmozast figyeltiink meg, mint a hattér (tiidé vagy izom) esetében.

Bar a szubkutan novekvé B16-F10 daganatokban (SUVatlag: 0,35 +
0,09, SUVmax: 2,03 + 0,87) vagy tiid6 metasztazisokban (SUVatlag:
0,15 £ 0,04, SUVmax: 0,42 + 0,06) csak mérsékelt akkumulaciot
talaltunk a %8Ga-NODAGA-PCA-dal, azonban a mas szervekben
halmoz6d6 alacsony aktivitas kivalé mindségli képek felvételét tette
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lehetévé alacsony hattéraktivitdssal, és magas tumor/izom vagy
tumor/tiid6 aranyokkal.

Egyes tanulmanyokban a benzamid-, illetve nikotinamid-
alapit  radioligandumok akkumuléacigjat kisérleti melanoma
daganatokban 8F-FDG-vel is Osszehasonlitottak, PET képalkotas
segitségével, mivel a ®F-FDG-t — korlatjai ellenére is - gyakran
hasznaltdk ezen tipust rosszindulati daganatok diagnosztizalasara,
stddium meghatarozasra ¢és terapids ellendrzésére. A kisérleti
daganatok kimutatasara szolgalo ®F-FDG intravénas injektalasa utan
mi is magas felvételi értéket talaltunk mind a szubkutin ndévekvd
amelanotikus Melurban, mind a melanin-pozitiv B16-F10 tumorban,
valamint a tiido metasztazisokban. A PET képek kvantitativ elemzése
utan a B16-F10 melanoma tumorok szignifikansan (p < 0,01)
magasabb ®F-FDG felvételt mutattak a ®Ga-NODAGA-PCA-nal.
Ezen megéllapitas ellenére, amikor a daganatok °®Ga-NODAGA-
PCA felvételi értékeit dsszehasonlitottuk a hattér (izom vagy tiido)
aktivitassal, akkor koriilbeliil kétszer vagy haromszor magasabb

kontrasztértéket kaptunk, mint a BF-FDG-nél.

A HBED-CC-4-amino-N-(2-dietilaminoetil)-benzamid
radiojeldlése szintén *8Ga-mal valosult meg. Hasonléan, mint a %8Ga-
NODAGA-PCA esetében, a radiojelolés ideje kb.15-20 percet vett
igénybe, beleértve a tisztitasi és az Gjra formulazasi [épéseket is. Az

ezt kovetd mindségellendrzési mérések megerdsitették, hogy a
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vegyiilet radiokémiai tisztasdga ennél a vegyliletnél is megbizhato,
nagyobb, mint 98%. Meglepetésiinkre a nem kiralis allofazison
kilonvalt a termék harom szterecoizomerje is, ami jol lathaté a
radiokromatogramon. A radiojel6lt szarmazék molaris aktivitasa 13-
16 GBg/umol kozott mozgott. Mindkét melanin specifikus vegyiilet
esetében hasonld bomlaskorrigalt hozamokat (kb. 65-68%) kaptunk.
A ®8Ga-HBED-CC-PCA  vegyiilet radojeldlésénél és a
mindségellendrzési mérések soran kapott eredmények biztositottak
szamunkra, hogy gyorsan ¢és egyszerlien, kivald radiokémiai
tisztasdggal, valamint magas molaris aktivitdssal allitsuk eld a
radioligandumokat a preklinikai alkalmazasokhoz. A patkany
szérumban végzett 2 o6ras inkubalas utan az eredeti vegyiilet kb. 75%-
a maradt intakt a %¥Ga-HBED-CC-PCA esetében. Erdekes modon ez
a megallapitds nem tdmasztja ala Eder és munkatarsai megfigyelését,
miszerint a HBED-CC alkalmazasa NODAGA kelator helyett
novelheti a radioaktiv ligandum metabolikus stabilitisat. A %8Ga-
HBED-CC-PCA ugyanakkor még mindig elegendéen stabil

molekula, alkalmas a biologiai mérésekhez.

A ®8Ga-mal jeldlt kiilonféle kelatorral konjugélt prokainamid
szarmazékok melanin-specifikussdganak vizsgéalatdhoz melanin-
pozitiv (B16-F10) ¢és melanin-negativ melanoma sejtvonalakat
(MELUR, A375) alkalmaztunk egyrétegli ¢és szuszpenzids
sejttenyészet formajaban. Korabbi vizsgalatok ugyanis kimutattak,
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hogy a transzportfolyamatok (felvétel/kiaramlas) kiilonbozhetnek, ha
a sejteket in vitro vizsgalatokhoz egyrétegben vagy szuszpenzidban
hasznaljak fel. Méréseink soran mi is kiilonbségeket allapitottunk meg
a melaninra specifikus radiojeldlt vegyiiletek felvétele kozott, amikor
a szuszpenzios technikat 6sszehasonlitottuk az egyrétegii technikéval.
Nagyobb ®8Ga-NODAGA-PCA és ®Ga-HBED-CC-PCA felvételt
talaltunk minden egyes iddpontban, amikor a melanoma sejteket
egyrétegben alkalmaztuk. Ezen in vitro adatok alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az egyrétegii sejttenyészet fizioldgiai
tulajdonsaga a tapadd melanoma sejtek szdmara kozelebb all az ¢16
rendszeréhez. Amikor mindkét in vitro modszerrel megvizsgaltuk a
8Ga-HBED-CC-PCA felvételét, szignifikansan (p < 0,05 és p <0,01)
nagyobb felvételt talaltunk a melanint termelé B16-F10 sejtekben,
mint az amelanotikus MELUR vagy A375 sejtek esetében, tovabba ez
a halmozés az 1d6 mulasaval novekedett, és 10 perc kidramlés utan is
megmaradt a B16-F10 sejteknél. A relative alacsony felvételi értékek
ellenére is, ezek az eredmények megerdsitették az 1) vegyiilet
melanin-specificitisat. A®®Ga-NODAGA-PCA logP értéke -2,79 =+
0,10-nek és a 8Ga-HBED-CC-PCA-¢ logP értéke -2,19 + 0,12-nek
adodott. A 8Ga-NODAGA-PCA-hoz viszonyitva ez azt jelenti, hogy
a %8Ga-HBED-CC-PCA kissé erdsebb lipofil karakterrel rendelkezik,

de mégis erdsen hidrofil.
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Ezekkel a paraméterekkel rendelkezd radioligandumoktol
altalaban az varhatdo el — és egészséges egerek felhasznalasaval
végzett szervi megoszlas vizsgalatok ezt ala is tamasztottak -, hogy a
®8Ga-NODAGA-PCA és a %Ga-HBED-CC-PCA vegyiiletek,
egymashoz hasonloan, féleg a vizeletrendszeren keresztiil tiriilnek ki
a szervezetbdl. Tovabba, jellemz6 rajuk a vérarambol torténd gyors
kitiriilés is, hiszen 90 perc inkubacids id6 utdn alacsony halmozast
figyeltiink meg mas szervekben és szovetekben. Ezek az in vivo és ex
vivo eredmények jol korrelalnak szamos olyan vizsgalattal, ahol mas
radioaktivan jelzett (8F, %8Ga, 12°I) benzamid-szarmazék szervezeten

beliili viselkedését, megoszlasat vizsgaltak.

A  %Ga-HBED-CC-PCA vegyiilet target-specificitasat
szubkutan melanoma tumort hordozéd egér modellen vizsgaltuk, ¢€s
Osszehasonlitottuk a 8Ga-NODAGA-PCA-nil kapott
eredményekkel. A melanotikus B16-F10 (C57BL/6 egerekben) és az
amelanotikus A375 és Melur tumorokat (SCID egerekben) 21 + 2
nappal a tumorsejt beoltasa utan vizsgaltuk. 20 perces statikus
PET/MRI képeket készitettiink, 90 perccel a radiojelolt vegytilet
injektalasat kovetden. A melanint tartalmazo B16-F10 tumorok
egyértelmilen lathatova valtak PET/MRI képalkotassal, alacsony
hattér aktivitassal mindkét vegytilet esetében. Ezzel szemben, amikor
az amelanotikus MELUR ¢és A375 daganatokat hasznaltuk PET
képalkotashoz, nagyon alacsony ®8Ga-HBED-CC-PCA és %Ga-
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NODAGA-PCA felvételt talaltunk, amely megerdsitette, hogy a
radiojelolt vegyiiletek akkumulacidja fiigg a sejtek melanin
tartalmatol. Az in vivo PET/MRI képek kvantitativ SUV-elemzése és
az ex vivo DAR adatok feldolgozasa utan, azt az eredményt kaptuk,
hogy a ®8Ga-HBED-CC-PCA és a %Ga-NODAGA-PCA felvétel
melanotikus B16-F10 daganatban szignifikansan (p < 0,01) magasabb
volt, mint az amelanotikus MELUR vagy A375 daganatoknal. In vivo
€s ex vivo adataink jol korrelaltak mas kutatasi tapasztalatokkal, ahol
BE.ral ¢és  ®Ga-mal jeldlt melanin-specifikus benzamid-
szarmazékokat vizsgaltak melanint tartalmazé B16-F10 tumorok
esetében, ¢és viszonylag magas halmozast, valamint kivalo
tumor/hattér aranyt irtak le eredményeikben. A ®8Ga-HBED-CC-PCA
(SUVatlag: 0,13 0,01, SUVmax: 0,56 = 0,11) és a 8Ga-NODAGA-
PCA (SUVatlag: 0,46 + 0,06, SUVmax: 1,93 + 0,25) vegyiiletek
mérsékelt halmozodasat figyeltiik meg a szubkutan novekvd B16-F10
daganatokban, azonban ennek ellenére azt tapasztaltuk, hogy az
egészséges szovetek alacsony aktivitdsa miatt, magas kontrasztu,
kivalo mindségili képeket eredményezett alkalmazasuk. Osszevetve
egy hasonld szerkezeti elemeket tartalmazd vetélytarssal azt
tapasztaltuk, hogy az Ujonnan eldallitott vegyiileteink magasabb
tumor/izom aranyt mutattak (a %®Ga-NODAGA-PCA és a %Ga-
HBED-CC-PCA T/M SUVmax értéke 40,7 + 4,23, illetve 11,43 +
1,24 volt), mint a ®Ga-SCN-DOTA-PCA-¢ (9,47 + 2,36).
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A munkank sordn szignifikans kiilonbségeket talaltunk a ®3Ga-
NODAGA-PCA és a ®Ga-HBED-CC-PCA molekulak in vitro, ex
Vivo és in vivo felvétele kozo6tt, amennyiben melanint tartalmazott a
1€z16, illetve, ha nem. Eredményeink minden esetben arra mutatnak,
hogy a prokainamid molekula megkdtodése melanin-fiiggd, azonban
az alkalmazott bifunkcionalis kelatképzd tulajdonsagai befolyasoljak
a jelzett vegyiilet mennyiségét a melanin-pozitiv melanoma sejtekben
¢s tumorokban — vélhetéleg a transzportfolyamat sebességére van
hatasuk. Erdemes mégis eréfeszitéséket forditani — ahogy mi is
probalkoztunk — az idedlis kelator kivélasztasara, hiszen a végsd
radiojelolt vegyiiletnek ellenallonak kell lennie a kiilonb6z6 endogén
ligandumok, példaul a transzferrin vagy a laktoferrinnel szemben is.
Ezért a megfeleld kelatképzd kivalasztasa nagyban fligg az
alkalmazott izotoptol, annak termodinamikai- ¢és kinetikai
stabilitasatol az adott kelatorral. Figyelembe véve, hogy a kelatorok
farmakokinetikai modosito szerepet is betdlthetnek, a kiilonb6zé BFC
alkalmazasa a teljes molekula akkumulacios viselkedésre is hatassal
lehet, mint ahogyan pozitiv médon befolyésolta a HBED-CC-PSMA
(prosztata-specifikus membran antigén) vegyiilet biologiai
viselkedését az a tény, hogy aciklikus komplexképz6t (HBED-CC)
alkalmaztak a konjugélési 1épés soran. Ugyanakkor az eredményeink
bebizonyitottak, hogy HBED-CC univerzalisan nem feltétlentil jobb

kelator, mint a NOTA csalad kiilonb6zo elemei, hiszen a mi
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ligandumunk kisebb in vitro stabilitassal, és vélhetéleg kisebb
transzportsebességgel rendelkezett, mint a NODAGA-s parja. E16bbi
kelator esetében problémat jelenthet az is, hogy a HBED-CC
galliummal torténd komplexképzddése soran harom
diasztereoizomert képez. A képzddott izomerek aranya fiigg a
hoémérséklettol, a pH-t6l és a komplexképzddés soran a kelator
koncentraciojatol. Nemrégiben arrdl szamoltak be, hogy a standard
jelolési protokoll alkalmazasakor (pH ~ 4, hémérséklet 95 °C) a 8Ga-
PSMA-HBED-CC esetében foleg a termodinamikailag kedvezébb
diasztereoizomer forma képzdodott; azonban a tobbi izomer mérhetd
mennyisége megtalalhatd volt a beteg szdmara elkészitett végso
készitményben, amelyek elvalasztdsara jelenleg nem nagyon van
lehetéség. Ez a tulajdonsag lehet az egyik limitald tényez6 a HBED-
CC széleskorti alkalmazasa el6tt a klinikai gyakorlatban, mert nagy
jelentdsége lehet a diasztereoizomerek esetleg eltéré biologiai
viselkedésének. Ezért arra a kovetkeztetésre lehet jutni, hogy a
biologiai alkalmazashoz a BFC kivalasztasa soran a termodinamikai
stabilitds és a kinetikai inertség kritikus szintjének elérése sziikséges,
de a hatarérték utan a f6 hangstly az idedlis farmakokinetikai
tulajdonsagok, valamint az egységes tiszta termék meglétére

korlatozodik.

30



3.2 Angiogenezis  Kimutatisara  hasznalt  vegyiiletek

képalkotasi tulajdonsagainak értelmezése

A daganatok térbeli novekedésének egyik alapvetd folyamata
kozott szerepel az angiogenezis () érképzdodés), amely fontos
szerepet jatszik tobbek kozott a tumorok metasztazis képzésében is.
Tobbféle molekularis célpont szabalyozza az 0j érképzddést, ilyenek
a vaszkularis endotelidlis novekedési faktorok (VEGF), az integrinek
(pl.: owvPB3), a matrix metalloproteindzok (MMP), vagy az
aminopeptidaz N (CD13). Ezeket a molekularis célpontokat PET-
képalkotassal lathatova lehet tenni. Példaul ®3Ga-mal jeldlt specifikus
peptid-szarmazékkal célozhatjuk meg 6ket. Igy ez a moédszer,
alkalmas lehet a tumorok kimutatasara, valamint azok terapias

reakcidjanak kovetésére egyarant.

Kutatécsoportunkban korabban szdmos ®®Ga-mal jeldlt NGR-
alapt (Asn-Gly-Arg) peptid-motivumot magaban hordozo vegyiiletet
allitottunk elé (%8Ga-NOTA-cNGR, %®Ga-NODAGA-cNGR, ®8Ga-
NODAGA-cNGR (MG1) vagy %Ga-NODAGA-cNGR (MG2)),
amelyek specifikus kotddést mutattak az APN/CDI13 receptorhoz.
Azonban az NGR szekvencia hajlamos nem enzimatikus
deamidalddasra, amely szukcinimid gylrt képzddéssel jar, illetve
annak hidrolizissel torténd tovabb alakulasaval. Eppen ezért fontos az

1j, javitott kémiai stabilitassal rendelkezd szekvenciak utani kutatés —

31



amelyek kikiiszobolhetik a stabilitasbol eredd hidnyossagokat, és még
kedvezobb tulajdonsagokkal rendelkez6 radiofarmakonok eldallitasat

tehetik lehetévé -, az angiogenezis kimutatasa céljabol.

Munkank soran négy uj, %®Ga-mal jelolt radiofarmakon
eléallitasat, valamint hatékonysaganak tesztelését végeztiik kisérletes
tumormodell APN ¢és VEGFR-1 expresszidjanak kimutatasara.
Kiemelt figyelmet forditottunk arra, hogy az angiogenezis
megjelenitésére ne csak az eldzetes munkdinkban hasznalt APN
molekularis célpontot vegyiik figyelembe, hanem egy mésik receptort
is, ezzel eldsegitve a minél hatékonyabb radiofarmakon fejlesztést, a
komplexebb biologiai tesztelés és képalkotas altal. Tovabba, latva a
ligandum fejlesztésben sikeresnek mutatkozé multimerizacios
koncepcio sikerességét, egy olyan heterodimer peptid-szarmazékot is
eldallitottunk, amely egyszerre célozza meg az APN és a VEGFR-1
receptorokat - egy vegyiileten beliil. Ennek az analognak az egyik
alegysége az NGR peptid-motivumot hordozza magaban az
APN/CD13 kimutatasa céljabol, mig a masik alegysége - az APRPG
-, @ VEGFR-1 receptor megjelenitésére tervezett specifikus rész. Egy
tovabbi vegyiilettel — az YEVGHRC peptid-szarmazékkal - az APN
receptort céloztuk. A harmadik és a negyedik vegylilet az APRPG-
COOH ¢és APRPG-NH: voltak, amelyek a VEGFR-1 receptor

kimutataséra alkalmas peptid-szdrmazékok.
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A heterodimer NGR-APRG-t és az YEVGHRC peptideket a
Bankpeptide Biological Tech Co., LTD (Hefei, Kina) allitotta el6
szamunkra, az altalunk megadott szerkezeti képletek alapjan. Az
NGR-APRPG heterodimer peptid-szarmazékot p-SCN-Bn-NOTA
kelatorral reagaltattuk, amely eredményeként a NOTA-NGR-
APRPG-t kaptunk. Az YEVGHRC peptid-szarmazéknal a cisztein
tiol csoportjan tortént meg a kelatorral vald konjugalasi 1épés, amely

a NODAGA-YEVGHRC ligandumot eredményezte.

A két APRPG peptid-szarmazékot az MTA-ELTE Peptidkémiai
Kutatocsoport tagjai, Prof. Dr. Mezé Gabor Ur vezetésével allitottak
el6. Az APRG-NH: ¢és az APRPG-COOH peptideket SPPS
modszerrel Fmoc stratégiaval épitették fel, eldbbit Rink-Amid-
MBHA gyantan, mig utobbit 2-CITrt gyantan — az oldallanc egyetlen
aminosava a Fmoc-Arg-(pbf)-OH részén volt védve -, a Fmoc
véddcsoportot 2% DBU és 2% piperidin DMF-es keverékével
tavolitottak el. Az aminosavak kapcsolasara DIC/HOBt kapcsoloszert
alkalmaztak. A mar véddécsoport nélkiili, nyers peptideket a
gyantakrol 95% TFA, 2,5% viz és 2,5% TIS elegyével hasitottak le.
A linearis APRPG-COOH ¢és APRPG-NH: peptideket - mar az
intézetiinkben -, p-SCN-Bn-NODAGA kelatorral konjugaltuk az
alanin-alegységen 1évé szabad aminocsoporton keresztiil, igy
megkapva a NODAGA-APRPG-COOH ¢és a NODAGA-APRPG-

NH2 ligandumokat. Az eldallitott vegyiileteket (NOTA-NGR-
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APRPG, NODAGA-YEVGHRC, NODAGA-APRPG-COOH,
NODAGA-APRPG-NH,) sikeresen jeldltiik %®Ga-mal, a legtobb
esetben 95%-ot meghaladé radiokémiai tisztasaggal, kivétel a 8Ga-
NODAGA-APRPG-NH: vegyiiletnél, ahol a radiokémiai tisztasag a
90%-ot érte el. A vegyiiletek specifikus aktivitdsa 14,68 — 19,47
GBg/umol kozott mozgott.

Az eldallitott négy 1) peptid-szarmazék megoszlasi hanyados
értékeit meghataroztuk, az eredmények alapjan megallapithat6, hogy
eltér6 mértékben ugyan, de a vegylileteink erds hidrofil
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A vizsgalatok soran a kovetkezd logP
értékeket kaptuk: %8Ga-NOTA-NGR-APRPG: -3,981; a ®Ga-
NODAGA-APRPG-NH:: -3,024; a ®*Ga-NODAGA-APRPG-COOH:
-2,370 és a ¥Ga-NODAGA-YEVGHRC: -4,421. A radioligandumok
stabilitasat patkany- és egér szérumban 2 6rds inkubalas mellett, 37
°C-on vizsgaltuk. A mérés vége utan a kiindulasi vegytiletek tobb
mint 80%-a intakt maradt. Ezek alapjan a ®3Ga-NOTA-NGR-APRPG,
a 8Ga-NODAGA-APRPG-NH, a ®®Ga-NODAGA-APRPG-COOH
és a %Ga-NODAGA-YEVGHRC alkalmas vegyiileteknek

bizonyultak a bioldgiai vizsgalataink elvégzésére.

A ligandumok biologiai tesztelésekor - a kontroll allatokon
végzett in vivo és ex Vivo szervezeten beliili eloszlas vizsgalatok soran

—, megallapitottuk, hogy a vesék nagy halmozast mutattak a %®Ga-
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NOTA-NGR-APRPG, a ®Ga-NODAGA-APRPG-NHz, a %Ga-
NODAGA-APRPG-COOH ¢és a %Ga-NODAGA-YEVGHRC
radioligandumok beadasat kovetden. Mivel az analogok logP értékei
kozott jelentds kiilonbség mutatkozott, igy eltérd viselkedést vartunk
a vegyiiletek szervezetbdl valo kiiiriilésével kapcsolatban is. A ®Ga-
NODAGA-APRPG-COOH particios koefficiense (logP: -2,37),
kevésbé hidrofil jellegre utal, amelyet az ex vivo szervezeten beliili
eloszlas vizsgalatok ald is tamasztottak, mivel a radioligandum
injektalasat kovetden szignifikdnsan (p < 0,05 és p < 0,01) magasabb
ID%/g értéket kaptunk a vérben, a 1épben, a gyomorban, a tiidében, a
szivben és a zsirban, mint a ®Ga-NOTA-NGR-APRPG, a %Ga-
NODAGA-APRPG-NHz ¢és a  %®Ga-NODAGA-YEVGHRC
vegyiileteknél. Ennek kovetkeztében a %8Ga-NODAGA-APRPG-
COOH radioligandum esetében az egyes szervek ¢és szovetek
megndvekedett aktivitdsa alacsonyabb mindségli leképzést tett
lehetdvé a magasabb hattér miatt. A particios koefticiens értékekkel
magyarazhat6 az is, hogy a %®Ga-NOTA-NGR-APRPG és a %Ga-
NODAGA-YEVGHRC ID%/g értékei a vese esetében szignifikansan
magasabbak lettek (*8Ga-NOTA-NGR-APRPG-nél az ID%/g értéke
3,048, mig a ®Ga-NODAGA-YEVGHRC-¢ 5,785) a tobbi szerv és
szovethez képest (30. E 4bra).

A tovébbi biolégiai vizsgalatokban a 8Ga-NOTA-NGR-APRPG,

a ®%Ga-NODAGA-APRPG-NH>, a ®Ga-NODAGA-APRPG-COOH
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és a °®Ga-NODAGA-YEVGHRC vegyiiletek  képalkotasi
tulajdonsagait (SUVatlag, 1D%/g) hasonlitottuk 6ssze B16F10
sejtekbdl szubkutan indukalt egér tumormodellen, amelyen a
vegyiiletek APN/CD13 és VEGFR-1 kotodését teszteltiik. Korabbi
tanulmanyokbol mar ismert, hogy a B16-F10 tumorsejtek APN/CD13
¢s VEGFR-1 pozitivitast mutatnak, amelyet molekularis biologiai
modszerekkel és PET képalkotassal bizonyitottak. Az in vivo PET
képalkotds soran az Ujonnan eldallitott négy 0j %®Ga-mal jelolt
vegyiilettel lathaté valt a szubkutan létrehozott B16-F10 tumor a
CS57BL/6 egereken mindegyik esetben, tehdt ezen vegyiiletek
alkalmasak voltak a daganattal tarsul 0j érképzdédés kimutatdsara,
azonban jelent6s kiilonbséggel. Ugyanis, a vizsgalt radioligandumok
koziil a 8Ga-NOTA-NGR-APRPG heterodimer vegyiilet rendelkezett
a legjobb képalkotasi tulajdonsagokkal az altalunk mért in vivo és ex
vivo mérések alapjan. A heterodimer vegyiilet szignifikansan magas
SUVitlag értéket (0,193 £ 0,05) mutatott a vizsgalt koriilmények
kozott a tobbi harom vegyiilettel szemben, ahogy azt a
multimerizacidés koncepcid alapjan kordbban feltételeztiik. Ez a
kiemelkedd eredmény vélhet6leg annak koszonhetd, hogy a vegyiilet
egyidOben két alegységével, két kiilonb6z6 molekularis célponthoz is
képes kotddni, ezaltal hatékonyabb eszkoz lehet az angiogenezis
kimutatasara. Ezen eredménynek kdszonhetden elmondhato, hogy a

multimerizacids eljaras felhasznélasaval sikeresen eldidéztiik a PET
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képalkotas mindségi javulasat. A tobbi vegyiilet esetében a kdvetkezd
felvételi értékeket kaptuk a B16-F10 tumorokban, amely értékek
szignifikansan alacsonyabbaknak (p < 0,01) adédtak a heterodimer
vegyiilethez képest: ®8Ga-NODAGA-YEVGHRC (SUVitlag: 0,03 +
0,01); %8Ga-NODAGA-APRPG-NH; (SUVitlag: 0,04 + 0,003); a
8Ga-NODAGA-APRPG-COOH a SUVatlag értéke 0,097 + 0,01
volt. Bar korabbi vizsgalatok azt mutattak ki, hogy a YEVGHRC
peptid-funkcionalizalt liposzOmak hatékonyan céloztak meg az
APN/CD13-pozitiv tumorokat. Vizsgalatunkban a radioaktivan jelolt
YEVGHRC-t tartalmaz6 vegyiilet nem mutatott megfeleld célzési
hatékonysagot. Az in vivo és az ex vivo eredmények jol korrelaltak
egymassal, %Ga-NOTA-NGR-APRPG és a %8Ga-NODAGA-
APRPG-COOH vegyiileteknél talaltunk jelentés ID%/g felvételi
értekeket, mig az el6zénél ID%/g: 1,33 + 0,31, utobbinal ID%/g: 1,35
+ 0,12. A két masik radioligandum esetében szamottevéen
alacsonyabb felvételt tapasztaltunk méréseink eredményeként: ®Ga-
NODAGA-YEVGHRC (ID%/g: 0,13 + 0,06), %Ga-NODAGA-
APRPG-NH: (ID%/g: 0,23 + 0,05).

Jelen munkdban, a tudomdasunk szerint mdasok altal még nem
hasznalt, négy uj PET radioligandum hatékonysagat vizsgaltuk
angiogenezis kimutatasa céljabol. Annak ellenére, hogy a NGR-
APRPG, APRPG-COOH ¢és APRPG-NH2¢és az YEVGHRC még nem

optimalizalt vektorok, mégis az allatmodellen kialakitott B16-F10
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tumoron a radioligandumok kisebb-nagyobb halmozasat talaltuk, s6t
a heterodimer (®3Ga-NOTA-NGR-APRPG) vegyiilet kimagaslo
specifikus kotédését figyeltik meg. Ugy gondoljuk, hogy ezek a
vegyliletek igéretes jeloltek lehetnek a tovabbi fejlesztés
szempontjabol, amely sordn optimalizdlnank a szarmazékok

farmakokinetikai tulajdonsagait.
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4. Az értekezés uj tudomanyos eredményei

Sikeresen eldallitottunk két, kiilonbozé kelatorral konjugalt
prokainamid-szarmazékot, amelyeket hatékonyan
radiojeldltink ®8Ga-mal, majd bioldgiai rendszerekben
karakterizaltuk (®Ga-NODAGA-PCA és 8Ga-HBEDD-CC
PCA).

In vitro koriilmények kozott megallapitottuk, hogy a
szarmazékok sejtekbe jutdsi sebessége és azokbol torténd
kitirtiléstik eltérd, amely kiilonbséget a két kiilonbozo kelator
alkalmazasa eredményezhet.

Kontroll ¢és tumoros 4llatmodelleken igazoltuk a
radioligandumok melanin-specificitasat in vivo és ex vivo.
Bebizonyitottuk, hogy a radioligandumok alkalmasak
lehetnek melanin pozitiv melanoma PET képalkotésara.
Eldallitottunk négy, eltéré szekvenciaji, makrociklusos
kelatort  tartalmazé  peptid-szarmazékot  angiogenezis
kimutatasara, amelyeket hatékonyan radiojeldltiink *8Ga-mal.
Kontroll és tumoros allatmodelleken igazoltuk a radiojeldlt
peptid-szarmazékok receptor-specificitasat in vivo és ex vivo.
A vegyliletek molekularis célpontjai eltéréek voltak.
Megallapitottuk, hogy a radiojelolt peptid-szarmazékok

alkalmasak lehetnek angiogenezis kimutatasara PET
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képalkotas soran, illetve alkalmas vezérmolekuldk lehetnek a

tovabbi ligandum-fejlesztéshez.
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5. Osszefoglalas

A %Ga egy generator-izotop, amely konnyl, gyors és egyszerii
elérhetdséget biztosit PET-radiofarmakonok fejlesztéséhez. Munkank
soran specifikus kolcsonhatasok alapjan dusuld kis molekulatomegii
vegyiiletek és peptid-szarmazékok elballitasaval, karakterizalasaval,
valamint preklinikai koriilmények kozotti tesztelésével foglalkoztunk.
Reményeink szerint eredményeink hozzajarulnak a melanoma
malignum ¢és tumorndvekedéshez kotott angiogenezis minél
hatékonyabb kimutatasahoz.

Elsé projektiinkben két 1j ((.Ga-NODAGA-PCA ¢és *8Ga-HBED-CC-
PCA), a melanoma malignum kimutatidsara alkalmas vegyiiletet
allitottunk el6, majd a sikeres radiojeldlésiiket kovetden széles
spektrumt preklinikai biologiai vizsgalatoknak vetettiik ald a
radioligandumokat in vitro, in vivo és ex vivo koriilmények kozott.
Ezek alapjan egyértelmlien megallapithatova valt, hogy az Gjonnan
eldallitott radiojeldlt vegyiiletek a melanoma malignumban talalhaté
melaninhoz specifikusan kotddnek mind sejt- és allatmodell esetén,
feleslegiik a vizeletkivalasztd rendszeren keresztil tril ki a
szervezetbol, tovabba nem kétédnek melanint nem termel6 melanoma
sejtvonalakhoz és tumorokhoz. Bebizonyosodott, hogy az alkalmazott
kelatképzok tulajdonsagai befolyasoljak a radioligandum felvételét a
melanint tartalmazo sejtvonalakban €s tumorokban, amely folyamatot

feltehetden a transzport sebeségében okozott valtozas eredményezett.
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Tovabbi projektiinkben pedig az angiogenezis soran fokozottan
jelenlévé receptorokat céloztuk kiilonbozs, %8Ga-mal jelolt
vegyiiletekkel. Az Aminopeptidaz N kimutatasara a 8Ga-NODAGA-
YEVGHRC-t; a VEGFR-1-re a ®®Ga-NODAGA-APRPG-COOH és
8Ga-NODAGA-APRPG-NH; vegyiileteket alkalmaztuk, mig a %Ga-
NOTA-NGR-APRPG heterodimert a képalkotas paramétereinek
tovabbi javulasa érdekében hasznaltuk a két receptort egyidejlileg
kifejez6 sejtvonalon. Sikeresen eldallitottuk, radiojeldltik ¢és
karakterizaltuk az eldbb felsorolt vegyiileteket, kontroll és B16F10
tumoros allatmodellen, valamint vizsgaltuk a PET képalkotasi
tulajdonsagaikat. Mindegyik szarmazékot alkalmasnak itéltiikk meg a
tumorok megjelenitésére, azonban a heterodimer vegyiilet képalkotasi
tulajdonsagai — az altalunk elézetesen vartnak megfeleléen —,
kimagaslo volt.

Mindkét munkaszakaszban sikeres, és a preklinikai PET képalkotas
soran hatékonynak bizonyul6 radioligandumokat allitottunk eld. Ezen
vegyliletek tovabbi felhasznaldsanak lehetdsége igéretes jovo eldtt all,
azonban a bennik rejld potencidlt a szarmazékok tovabbi
optimalizalasaval és a farmakokinetikai tulajdonsagaik fejlesztésével

lehet leginkabb realizalni.
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