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1. Az értekezés elozményei és célkitiizései

A pozitron emissziés tomografia (PET) az onkologiai diagnosztikdban
alkalmazott egyik leghatékonyabb funkcionalis képalkotd technika, amely
eldsegiti a tumoros elvaltozadsok korai felismerését. A modszer a pozitron
elektron annihilacion alapul igy az eljarashoz a bioaktiv molekulakat pozitron
sugarzé izotoppal sziikséges megjeldlni.

Az elterjedten alkalmazott, 2-[*®F]fluoro-2-dezoxi-B-D-gliikézt ([**F]FDG)
azonban nem kelléen tumor specifikus, mivel a daganatokon kiviil
megndvekedett [*®F]FDG-felvétel jellemz6 a fertézésekre és gyulladasokra is,
amelyeket ezért tévesen rosszindulati daganatként diagnosztizalhatnak. Ezért
fontos a tumor specifikusabb PET diagnosztikumok fejlesztése, példaul
amelyek miikodése receptor-ligand kélcsonhatason alapul. Ebbe a csoportba
tartoznak a peptid alapt radiogyogyszerek is, amelyek nagy affinitassal és
szelektivitassal képesek kotédni a tumoros sejteken vagy sejtekben
megnovekedett expressziot mutatd receptorokhoz. A tumor angiogenezis, azaz
az érképz6dés fontos feltétele a tumor novekedésének és a metasztazisok
kialakulasanak. Az Ujonnan képz6dott angiogenikus erek olyan biomarkerek
fejez6dnek ki, amelyek a normal ereken csak nagyon kis mennyiségben vagy
egyaltan nem talalhatok meg. Ennek megfelel6en ezek a receptorok lehet6vé
teszik a személyre szabott rakellenes terapidk tervezését, valamint olyan tumor-
diagnosztikai agensek fejlesztését, amelyekkel megvaldsithatd a daganatok
detektalasa és a terapiara adott valasz nyomon kovetése. Ezek kozé a
biomarkerek kozé tartoznak az integrinek, az aminopeptidaz N, valamint a
galketin-3 fehérje.

Az integrinek koziil az avPs integrinek vesznek részt leginkabb az

angiogenezis folyamataban. Ezek a sejtadhézios fehérjék aktivaljak az
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angiogenikus novekedési faktorokat, valamint az apoptozis gatlasaval
elésegitik a neoplasztikus sejtek tGlélését is. Az arginin-glicin-aszparaginsav
(RGD) tripeptid szekvenciaval jellemezheté peptid analogok specifikusan
képesek kotddni az avPs integrinekhez, igy az RGD alapu radiogyogyszerek
alkalmasak ezen receptor detektalasara.

Az aminopeptidaz N (APN/CD13) egy multifunkcids glikoprotein, amely
enzimként, receptorként, és jelatviteli molekulaként is részt vesz az érképzddés
folyamatéban. Az angiogenikus ereken megnévekedett APN/CD13 szint
aszparagin-glicin-arginin (NGR) tripeptid szekvenciaval rendelkez6 peptid
szdrmazékokkal lehetséges.

A galektin-3 (Gal-3) a lektinek csoportjaba tartozé fehérje, amely a -
galaktozidos kotéseket ismeri fel a kiilonb6zé glikokonjugdtumokban. Az
extracellularis Gal-3 részt vesz az angiogenezis és az éttétképzés folyamatéban,
intracellularis Gal-3 az apoptézis folyamate’mak szabélyozéséban jatszik fontos
szerepet. A Gal-3 fehérje természetes liganduma a laktézamin. Az irodalomban
szamos példat talalunk nagy affinitast, a C-3° helyzetben aromas csoportot
tartalmazo laktozamin alapu galektin-3 inhibitor szintézisére (1. abra), mivel ez

a kémiai modositas noveli a laktdzamin affinitasat a Gal-3 receptor felé.
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1. dbra: C-3’ helyzetben mddositott galektin-3 inhibitorok.
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A kutatomunka soran olyan peptid €s szénhidrat alapti radiofarmakonok
eléallitasat valositottuk meg, amelyek a fent emlitett biomarkerekhez nagy
affinitassal ¢és szelektivitassal képesek kotddni. A szénhidrat egység
bevezetésével egyrészt javitani szerettiik volna a peptid alapti radiofarmakonok
farmakokinetikajat, valamint tovabbi célunk volt olyan kettds targetalast
glikopeptidek elballitasa is, amelyek alkalmazasa magasabb radiogyogyszer

felvételt tesz lehetové a tumoros sejtek szamara.

2. Az alkalmazott vizsgalati modszerek

A kémiai szintézisek soran eléallitott vegyiileteket oszlopkromatografiaval
¢és félpreparativ HPLC-vel tisztitottuk, szerkezetiiket tomegspektroszkopiaval,
valamint *H és BC NMR spektroszkopiaval igazoltuk. A radiokémiai
jelzésekhez a ®Ga radionuklidot egyrészt ®Ge/*®®Ga izotopgeneratorbol
nyertiik, masrészt ciklotronban allitottuk elé ®Zn(p,n)®®Ga magreakcioval. Az
eloallitott radiofarmakonokat szilard fazis extrakcidval tisztitottuk, a
radiokémiai tisztasag meghatarozasat radio-HPLC és radio-iTLC moédszerekkel
végeztiik. Az oktanol/viz megoszlasi hanyados meghatarozasa soran a mintak
radioaktivitdsat gammaszamlaloval mértiik meg. A stabilitasvizsgalatokat 0, 60,
és 120 perc elteltével radio-HPLC-vel és radio-iTLC-vel vizsgaltuk. A B16F10
melanomas egerekrol miniPET II és miniPET III kameraval készitettiink
felvételeket. Az ex vivo szervi eloszlas vizsgalatnal a kiilonb6z6 szervekbdl és

szovetekbdl vett mintak radioaktivitasat gammaszamlaloval hataroztuk meg.



3. Az értekezés uj tudomanyos eredményei
3.1. NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. prekurzor szintézise

A kutatomunkank soran eldszor a 6-os laktozamin szdrmazék szintézisét
valositottuk meg. Kiindulasi vegyiiletnek az irodalombol mar 3-azido-propil-2-
dezoxi-2-N-ftalimido-p-D-gliikkopiranozidot (1) valasztottuk, melynek primer
hidroxil csoportjat terc-butil-difenil-szilil csoporttal védtiik, az igy kapott 2-es
glikozil akceptort 4-es hidroxil csoportjat regioszelektiven glikozileztiik a 3-as
glikozil donorral (2. abra).
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2. abra

Ezt kovetden a 4-es diszaharidrol az acetil és a ftalimido védécsoportokat
etiléndiaminnal, mig a terc-butil-difenil-szilil védécsoportot savas hidrolizissel
tavolitottuk el. Igy allitottuk el a funkcionalizalt 6-0s laktdzamin szarmazékot

(3. 4bra).
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3. abra

A kovetkezd 1épésben megvalositottuk a 6-0S vegyiilet konjugalasat a

NODAGA-NHS észterhez (7) (4. abra).
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gytrifesziiltség indukalta klikk reakcioval (SPAAC) terveztiik kapcsolni a

ciklikus RGD dimer peptidhez.
dibenzociklooktin-N-szukciminidil

funkcionalizaltuk (5. abra).
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5. abra

Ezutan a 11-es peptidet SPAAC reakcioval konjugaltuk hozza az 8-as

azidopropil glikozidhoz. A reakci6 eredményeként megkaptuk a 12-es
NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. glikopeptidet (6. abra).
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3.2. ANODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. glikopeptid radiokémiai vizsgdlata.

A 12-es prekurzor radiokémiai jelzését %8Ge/®8Ga generétor

crer

crer

kiilonb6z6 ligand koncentracioknak €s a kiilonboz6
reakciohOmérsékleteknek a jelzések hozamara gyakorolt hatasat
vizsgaltuk. A radiojelzések hozamat a reakcioelegyek radio-HPLC-vel
meghatarozott radiokémiai tisztasdg értékével adtuk meg. A
reakcioelegyeket 95 °C-on 15 percig inkubaltuk és a legmagasabb
radiojelzési hozamot a 32 puM-0s ligand koncentracional tapasztaltuk

(1.tablazat).



1. tablazat: 4 radiojelzés hatékonysaganak vizsgalata kiilonbozé ligand koncentraciok
mellett (15 perc, 95 °C, n = 3)

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

A tovabbiakban mar a 32 pM-os ligand koncentraciot alkalmaztuk a
radiokémiai vizsgalatokhoz. A reakci6 homérsékletének valtoztatasa
szobahémérsékletrél 95 °C-ra jelentés valtozast eredményezett a radiokémiai
hozam szempontjabol (2. tablazat).

2. tablazat: A radiojelzés hatékonysdgdnak Vizsgalata kiilonbozd reakciohdmeérsékleten
32 M ligand koncentrdcié és 15 perces inkubdcios idé mellett (n=3)

Homérséklet (°C) Jelzési hozam (%)
szobahémeérséklet 0
37 8,53+ 1,06
60 92,84 £0,96
80 94,26 0,72
95 95,02+ 0,62

Ezt kovetéen optimalis reakciokoriilmények kozott megvalositottuk a
[*®Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)], radiofarmakon el8allitasat. A jelzett
glikopeptidet szilard fazist extrakcioval tisztitottuk Oasis HLB 1cc oszlopon.
Majd a tisztitott radioligand radiokémiai tisztasagat radio-HPLC-vel hataroztuk

meg, ami meghaladta a 99%-ot.



A 8Ga-jelzett vegyiilet mindségellendrzését radio-TLC-vel is elvégeztiik és
ez alapjan is >99%-os radiokémiai tisztasagot hataroztunk meg. Tehat a két
radioanalitikai modszer jol korrelalt egymassal.

Meghataroztuk az eléallitott radiofarmakon oktanol/viz hanyadosat is, az
alacsony logP érték (-2,58) alapjan a radiojelzett glikopeptid hidrofil.
Elvégeztiik a radioligand in vitro stabilitas vizsgalatat human szérumban, 0,01
M Na;EDTA, valamint 0,01 M oxalsav oldatok jelenlétében. 0, 60, és 120 perc
utan mintakat vettiink az elegyekbdl, majd radio-HPLC-vel meghataroztuk a
radiokémiai tisztasagukat. Mindhdrom esetben 2 ora elteltével is intakt maradt

a radiofarmakon (7. abra).
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7. dbra: A tisztitott [%8Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. vegyiilet stabilitds
vizsgalata human szérumban

Az elbzetes bioldgiai vizsgalatok sordan a [%8Ga]Ga-NODAGA-LacN-
E[c(RGDfK)]. glikopeptid csak alacsony mértékben halmozodott fel a B16F10
tumorban. Az alacsony tumorfelvételt valdszinilileg az okozta, hogy a merev
DBCO egység tulsagosan kozel helyezkedett el a targetald peptidhez, ami

jelentsen csokkentette a jelzett vegyiilet ovPs integrinhez torténd affinitasat.



Ezért a tovabbi glikopeptidek eldallitasasa soran egy oligoetilén-glikol (PEG4)
egységet is beépitettiink a DBCO csoport és a peptid kozé.

3.3. ADOTAGA-LacN és cKNGRE alapu prekurzorok eléallitisa

A kovetkezé kutatasi szakaszban olyan radiofarmakonok eldallitasat
terveztiik, melyek az aminopeptidaz N (APN/CD13) receptor pozitiv tumoros
sejtek detektalasara alkalmasak. Ezen kiviil eléallitottunk egy csak laktozamint
tartalmazo radiotracert is, amely alkalmas lehet a galektin-3 fehérje
kimutatasara. A célvegyiiletek szintézisét a NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)].
(12) vegyiilet eldallitasahoz hasonlé stratégiaval valositottuk meg. Szénhidrat
egységként a kordbban mar eldallitott 6-os laktézamin szarmazékot
alkalmaztuk. A NODAGA-NHS (7) bifunkcionalis komplexképz6t azonban p-
SCN-Bn-DOTAGA (13) kelatorra cseréltiik, mivel a DOTA makrociklus
nagyobb gylirlimérete lehetévé teszi a terapias radioizotopok (pl. Y7Lu, 2°Bi)
koordinalast is, igy radionuklid terapiara alkalmas radiofarmakonokhoz is
juthatunk. Vektormolekulanak pedig a ciklikus cKNGRE peptidet (15)
valasztottuk.

Elészor 6-os laktézamin szarmazék amino csoportja és a p-SCN-Bn-
DOTAGA (13) komplexkézd izotiocianat csoportja kozott tiokarbamid kotést
alakitottunk ki (8. abra).
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28% \ Na,CO; puffer (0,1 M; pH 9,5)

A kovetkezd [épésben a 15-6s cKNGRE peptid funkcionalizalasat
valositottuk meg a DBCO-NHS (10), valamint a PEG4-DBCO-NHS (16)
észterekkel (9. abra).
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A 19-es és 20-as glikopeptidek szintézise soran a kelator konjugalt 14-es
laktozamin szarmazékot SPAAC klikk reakcioval kapcsoltuk hozza a 17-es és

18-as peptidekhez (10. abra).
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A 14-es, a 17-es, valamint a 19-es vegyiiletek el6allitasat Berta Katalinnal
egylitt valdsitottam meg TDK palyamunkdjanak elkészitése soran
tarstémavezetdjeként.

A cKNGRE alapt glikopeptidek biologiai vizsgalataihoz alkalmazott
referencia vegyiiletet, nevezetesen a DOTAGA-CKNGRE (21) Stéfanné Dr.

Dénes Noémi allitotta el6 (11. abra).
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3.4. ADOTAGA-LacN és a cKNGRE alapu prekurzorok radiokémiai
vizsgdlata

A 14-es, a 19-es és a 20-as prekurzorok radiokémiai jelzése a 12-es
glikopeptid jelzéséhez hasonld modon tortént. A jelzésekhez sziikséges ®Ga
izotopot *8Ge/*®Ga izotopgenerator elucidjaval nyertik. A [#Ga]GaCls oldat
pH-jat NH:OAc (3 M, pH 4) pufferrel 4-esre allitottuk, majd a 14-es, 19-es és
20-as prekurzorok torzsoldatat (1 mg/ml) adtuk hozza kiilon-kiilon. A
reakcioelegyeket 15 percig 95 °C-on melegitettiik, majd jelzett komplexeket
SPE Oasis HLB 1cc oszlopon tisztitottuk. A tisztitott radioligandok radiokémiai
tisztasdga mindharom esetben meghaladta a 95%-ot. Meghataroztuk a
radiojelzett vegyiiletek molaris aktivitas értékeit is amelyek a kovetkezdek
voltak: 3,02 + 0,23 GBg/umol a [®®Ga]Ga-DOTAGA-LacN esetében, 4,69 +
0,15 GBg/umol a [#Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE esetében és végiil 4,33
+ GBg/ pmol a [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG4-cKNGRE radiofarmakon
esetében. A referenciaként alkalmazott DOTAGA-cKNGRE prekurzor
radiokémiai jelzését Stéfanné Dr. Dénes Noémi valdsitotta meg.

Meghataroztuk a radiofarmakonok logP értékeit, amelyek a kovetkezoek
voltak: -3,34-et a [®®Ga]Ga-DOTAGA-LacN esetében, -3,68-at a [®Ga]Ga-
DOTAGA-LacN-cKNGRE esetében, -3,69-et a [Ga]Ga-DOTAGA-LacN-
PEGs;-cKNGRE esetében, és -4,13-at a [*®Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE
esetében. Az alacsony logP értékek alapjan az el6allitott radioligandok hidrofil
sajatsaguak. Ezt kdvetéen megvaldsitottuk a radiojelzett vegyiileteket in vitro
stabilitas vizsgalatat a [®Ga]Ga-NODAGA-LacN-E[c(RGDfK)]. esetében

alkalmazott modszerrel azonos modon. A mintak radiokromatogramjai alapjan
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a vizsgalt korilmények kozott mind a 4 radioligand 2 ora elteltével is

nagymértéki stabilitassal volt jellemezhetd.

3.5. A DOTAGA-LacN és a cKNGRE alapu radiofarmakonok biologiai

vizsgdlata

Az eldallitott [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN, [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN-
cKNGRE, valamint [8Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG,-cKNGRE
radiofarmakonok bioldgiai vizsgalatat szubkutan injektalt B16F10 melanomas
egereken vizsgaltuk. Ez a tumortipus fokozottan fejezi ki mind az
aminopeptidaz N, mind a galektin-3 receptorokat. A radioligandok képalkoto
hatékonysagat in vivo miniPET és ex vivo biodisztribicios vizsgalatokkal
igazoltuk. A 12/A ébra a bomlaskorrigalt PET felvételeket mutatja be. A
vizsgalt radiofarmakonok koziil a szubkutdn ndvekvé B16F10 tumorok
egyértelmiien vizualizalhatok voltak a [*Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE, és
[*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG4,-cKNGRE  glikopeptidekkel, valamint a
referenciaként alkalmazott [%®Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE radiofarmakonnal.
Azonban a csak laktdzamint tartalmazo [%3Ga]Ga-DOTAGA-LacN

radioliganddal végzett vizsgalat mérsékelt tumorfelvételt eredményezett.
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12. dbra: A: B16F10 melanoma tumoros egerekrd! a radiofarmakonok intravénds
beadasa utan 70 perccel késziilt bomlaskorrigalt korondlis és axialis miniPET
felvetelek. Piros nyil: BI6F10 tumor. Fekete nyil: mdj. B: A tumor, a vese, valamint a
mdj SUVmean értékeinek kiértékelése. C: Tumor/izom arany.

A radiofarmakonok maj- és vesefelvétele kozott is kiilonbséget figyeltiink
meg. A [#Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE és [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN-
PEGs-cKNGRE  glikopeptidek  alacsonyabb  majfelvétellel  voltak
jellemezhetok, mint a referencia vegyiiletként alkalmazott, csak peptidet
tartalmazo6 [%Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE (12/B. 4bra).

A glikozilaci6 és az oligoetilén-glikol (PEG.) egység beépitése jelentGsen
nem novelte a tumor radiofarmakon felvételét, de javitotta a peptid alapu
radiofarmakonok farmakokinetikai tulajdonsagait, mert a refencia vegyiilethez
képest csokkent két radiojelzett glikopeptid akkumulacidja a majban, ami a
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szervezet sugarterhelése szempontjabol elonyds tulajdonsdg. Tovabba a
[®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-cKNGRE és [%®Ga]Ga-DOTAGA-LacN-PEG;-
cKNGRE radioligandok esetében magasabb volt a tumor/izom arany, ami

kontrasztosabb PET felvételeket eredményezett.

3.6. DOTAGA-LacN(NAP) és cRGDfK alapu prekurzorok szintézise

A kutatomunka haramadik szakaszaban a laktozamin egység affinitasat
terveztiik novelni a galektin-3 receptor felé a galaktoz egység C-3° helyzetébe
torténd aromas csoport bevezetésével. A valasztasunk (2-naftil)-metil csoportra
esett, melyet sztannilén acetalon keresztiil alakitottunk ki.

A 27-es (2-naftil)metilezett laktozamin szarmazék eldallitasat Sziics Agnes
valositotta meg a szakdolgozata elkészitése soran. A 27-es vegyiiletet
tiokarbamid kotésen keresztiil konjugaltuk a 13-as DOTAGA kelatorral (13.
4bra). Az eléallitott 28-as vegyiiletet egyrészt ®Ga izotoppal jeldltiik, méasrészt

ez a molekula képezte az eldallitani kivant heterodimer vegyiilet egyik

épitdegységét is.
on wooc COOH ¢
HO o OH . —\N,_\N/K_)\\NH
o %&/O(CHM: + (N N]
OH NH, Hooc—" " \—COOH

27 NCS
13

DMSO; rt, 1 nap

*& \ /ég \_OCH:N; Hcoc_\ /\C"OH
OH
\T( \q HooC \_/ \4,:0OH

13. dbra

28% ‘ Na,CO; puffer (0,1 M; pH 9,5)
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A heterodimer vegyiilet eléallitasahoz sziikséges ciklikus RDG peptid
szarmazékot egy  oligoetilén-glikolt tartalmazoé DBCO  egységgel
funkcionalizaltuk (14. abra).

NH,

. Q ﬁ
N (o} 0.
M N0 N0 o \/W b /(\/\
o
O Jun_ N
HO o 29
DIPEA, DMSO
RT.20h NH,
HN—{
MNw°N°w°N°VT \_Q,
) S ﬂ

o

14. abra

Ezt kovetden a kelator-konjugalt 28-as laktozamin szarmazékot a korabban
mar alkalmazott rézmentes Klikk reakcioval hozzakapcsoltuk a 30-as cCRGDfK

szarmazékhoz és kaptuk a 31-es glikopeptidet (15. abra).

N
\
b NS N
H,N N
Z N
OH OH 3
HO
0
g": oﬁs 4 HoOC—\ | ~coom
o HO H N N
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[y e

o

15. abra
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A biologiai vizsgalatokhoz ebben az esetben is eldallitottunk egy referencia

vegyliiletet, a DOTAGA-cRGDfK (32) molekulat (16. abra).

NH,

N o COOH ¢
H NH, HOOC— ,— U
e HN /)\ N N NH-
NH N™ "NH, * [ ]
o N N
o HN Hooc—" " \—COOH
o HN 3
o

NCS
2 13
DMSO
10 % 0,1 M Na,CO; puffer
RT,24h

HOOC

_\ —, /\coou

oi_ 1‘,/{:\/» \T( \Q\/ \:;°i7/ wxcow

NQrNHz

NH,

16. dbra

3.7. ADOTAGA-LacN(NAP) és cRGDfK alapu prekurzorok radiokémiai
vizsgdlatai

Az eléallitott 28-as, 31-es és 32-es prekurzorok radiokémiai jelzése a 12-es
prekurzorral esetében alkalmozott moédszerhez hasonld koriilmények kozott
tortént, annak kivételével, hogy a jelzésekhez sziikséges ®Ga radionuklidot
%8Zn(p,n)®Ga magreakcioval ciklotronnal allitottuk eld. A jelzett komplexeket
SPE Oasis HLB 1cc oszlopon tisztitottuk. A radiofarmakonok radiokémiai
tisztasagat analitikai radio-HPLC-vel vizsgaltuk, amely mindharom esetben
meghaladta a 97%-ot.

Meghataroztuk a radioligandok oktanol/viz megoszlasi hanyadosait,

amelyek a kovetkezéek voltak: -2,63 a [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)
17



esetében, -2,27 a [%8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK) esetében, és -
3,03 a [*®Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK esetében. Megvalositottuk az eldallitott
radiojelzett vegyiiletek in vitro stabilitdas vizsgalatait a korabban emlitett
koriilmények kozott és a radiofarmakonok 2 ora elteltével is stabilak maradtak
(17. és 18. abra). Az elegyekbdl vett mintak Osszetételét radio-TLC-vel

vizsgaltuk.

_ [**Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)

U
L A e SV

10 20 E) ) 50 €0 To €0 T

17. abra: A tisztitott [®Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) stabilitds vizsgdlata humdn
szérumban 2 ora elteltével.

— {%¥Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDFK

*Ga

18. dbra: A tisztitott [**Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDIK stabilitas vizsgalata
human szérumban 2 ora elteltével.
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3.8. ADOTAGA-LacN(NAP) és cRGDfK alapu radiofarmakonok biologiai
vizsgdlata

Az eldallitott [*®Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP), [®Ga]Ga-DOTAGA-
LacN(NAP)-cRGDfK, valamint [%Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK
radiofarmakonokat biologiai vizsgalatait B16F10 egér melandma modellen
végeztiik, ugyanis ez a tumortipus fokozottan fejezi ki mind az avf33, mind pedig
a galektin-3 receptorokat.

A radioligandok farmakokinetikai tulajdonsigait el8szor egészséges
C57BL/6 egerek in vivo miniPET és ex vivo biodisztribucios vizsgalataval
hataroztuk meg. A 19. dbran a bomlaskorrigalt PET felvételek lathatok. A PET
felvételek kvalitativ elemzése soran egyértelmilen azonosithaté a hugyuti

rendszer, tehat a kapott eredmény jol korrelal a korabban meghatarozott logP
értekekkel.

[68Ga]Ga-DOTAGA-  [68Ga]Ga-DOTAGA- [68Ga]Ga-DOTAGA-
LacN(NAP) LacN(NAP)-cRGDfK cRGDfK
Suv
2
©
c
<]
(o]
o
,. 0
© ?
3
2 e N
& 3
= d

19. dbra: Egészséges C57BL/6 egerekrdl a radiofarmakonok intravénds beaddsa utdan
70 perccel késziilt bomldaskorrigalt miniPET felvételek.
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Az RGD peptidet tartartalmazé radioligandok esetén nagyobb mértékii
majfelvételt is tapasztaltunk, amely fOként a heterodimer esetében volt
jelentésebb. A miniPET felvételek eredményei 6sszhangban voltak az ex vivo

szervi eloszlas vizsgalat eredményeivel (20. abra).

0[68Ga)Ga-DOTAGA-LacN(NAP)
8 [68Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK 500
u[68Ga]Ga-DOTAGA-cRGDFK

12

10 1

%IDIg szbvet
n
o
o

vizelet

%IDIg szdvet

f DR PP LS RS W P )
LR F S E & &P :,Qogo“ & 5 &S

g
S P ¢
O & &N 2 & S
oo LS
'b"
<

20. dbra: Egészséges C57BL/6 egerek ex vivo biodisztribuicios vizsgalata

Ezt kovetéen a radiofarmakonok bioldgiai hatékonysagat B16F10
melandoma sejtekkel szubkutan injektalt C57BL/6 egér modellel igazoltuk. A

21. abra a bomlaskorrigalt in vivo miniPET felvételeket mutatja be.
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[68Ga)Ga-DOTAGA-  [68Ga)Ga-DOTAGA- [68Ga)Ga-DOTAGA-

LacN(NAP) LacN(NAP)-cRGDfK cRGDfK
suv
- "2
K
3
@ \
§ . i [
i 0
B 0[%8Ga)Ga-DOTAGA-LacN(NAP) 0[%8Ga)Ga-DOTAGA-LAcN(NAP)

167 g [8Ga)Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-<RGDIK 16 8[%8Ga)Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDIK

[88G4)Ga-DOTAGA-CRGOIK w[58Ga)Ga-DOTAGA-CRGDIK
14 *x

SUVmean
s
®
Tumor-szerv ardny (SUVmean)

02 'V'

B16-F10 tumor maj Thzom arany TIméj ardny

21. dbra: A: B16F10 melanoma tumoros C57BL/6 egerekrdl a radiofarmakonok
intravends beadasa utan 70 perccel késziilt bomlaskorrigalt in vivo miniPET felvételek
B: A radiogyogyszerek felvételének kvantitativ SUV analizise.

A PET felvételek kvalitativ elemzése soran egyértelmiien kijelenthetd,
hogy mindharom radioligand alkalmas a B16F10 tumor detektalasara. Azonban
a cRGD peptid szarmazékot tartalmazo radiojelzett vegyiiletekkel késziilt PET
felvételek kiértékelését nehezitette a majban torténé magas radiofarmakon
felhalmozodas. A PET felvételek kvantitativ elemzése soran a referenciaként
alkalmazott  [%®Ga]Ga-DOTAGA-cRGDfK  esetében  szignifikinsan
alacsonyabb radiofarmakon-felvételt tapasztaltunk. Az eldallitott [#Ga]Ga-
DOTAGA-LacN(NAP) €s [Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-cRGDfK
radioligandok atlagos standardizalt felvételi értékei (SUVmean) €rtékei kozott
azonban nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget, de a radiojelzett
glikopeptid esetében mértiik a legmagasabb majfelvételi értéket.

A tumor/hattéraranyok  kiértékelése alapjan [®Ga]Ga-DOTAGA-
LacN(NAP) radiofarmakon 2-3-szor nagyobb tumor/izom arannyal és

korilbeliil 21-szer nagyobb tumor/maj arannyal volt jellemezhetd, mint a két
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masik radioligand. A B16F10 tumoros egerek ex vivo biodisztribucids analizise
soran kapott eredmények Osszhangban voltak a fenti in vivo eredményekkel,
amelyek megerésitették a [#Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) kiemelkedd
képalkoté tulajdonsagait.

4. Az értekezés eredményeinek hasznosithatosaga

Szintetikus modszert dolgoztunk ki kelator-konjugalt, laktozamin és peptid
tartalmi prekurzor molekuldk szintézisére, amelyeket sikeresen jeldltiink
pozitron sugarzo %Ga izotoppal.

Az elvégezett radiokémiai és bioldgiai vizsgalatok alapjan az jonnan
eléallitott radioligandok nagymértékii szérumstabilitassal rendelkeznek, ezért
PET alkalmazasuk soran radiotoxicitdssal nem kell szdmolni, ami szervezet
sugarterhelése szempontjabol elengedhetetlen kritérium.

Az [®Ga]Ga-DOTAGA-cKNGRE radiofarmakon  farmakokinetikai
tulajdonsagait glikozilaciéval és pegilalassal sikeresen javitottuk igy ezek a
kémiai modositasok kontrasztosabb PET felvételeket eredményeztek.

A kutatdbmunka soran el8allitottuk a [3Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)-
CRGDfK heterodimer vegyliletet, amely egyarant képes kotédni az avPs és
galektin-3 receptorokhoz. Az elvégzett biologiai vizsgalatok soran a radiojelzett
glikopeptid alkalmasnak bizonyult a B16F10 melanéma kimutatasara, azonban
a PET felvételek kiértékelését nehezitette a radiofarmakon magasabb
majfelvétele.

Végiil sikeresen megvalositottuk a [%Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP)
radiofarmakon szintézisét és preklinikai vizsgalatat. Az egészséges C57BL/6
egereken elvégzett in vivo miniPET és ex vivo biodisztribucios vizsgalatok

alapjan a radiofarmakon a vesén keresztiil iiriil, ami el6nyos tulajdonsag az
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esetleges klinikai felhasznalas szempontjabol. A B16F10 tumoros egerekkel
elvégzett in vivo miniPET és ex vivo szervi eloszlas vizsgalatok alapjan a
[8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) jelentés mértékben akkumulalodott a
tumorban, valamint magas tumor/izom és tumor/maj arannyal volt
jellemezheto.

A [®8Ga]Ga-DOTAGA-LacN(NAP) radiofarmakon az els6 szénhidrat alapu
galektin-3 fehérjét célzo PET diagnosztikai agens, amely kivaléan vizualizalta
B16F10 melanoma tumorokat a PET képalkotas soran.
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