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2. Bevezetés

A melanoma malignum az egyik legagresszivabb bdérdaganat, amely el6rehaladott
allapotban rendkiviil rossz prognézissal rendelkezik. Ezt a negativ tulajdonsagat a fokozott
metasztatikus €s angiogén hajlama, valamint a kiilonb6z6é kezelésekkel szemben mutatott
rezisztencidja okozza. Az angiogenezis indukcioja 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 0j erek képzésnek folyamata.
A melanoma esetében a primer tumor korai felismerése, majd mitéti uton torténd eltavolitasa,
¢s a folyamatos sziir6vizsgalatok ellenére a betegek és a betegség eldrehaladott stadiumaban
lévok szama folyamatosan novekszik. A korfolyamat agresszivitisa abbol addédik, hogy
képesek gyorsan ndvekedni a helyi kapillarisok felé, majd tavoli metasztazisokat képezni tobb
szervben (pl.: tiido, agy, vese, maj és belek), még akkor is, ha az elsédleges daganat mérete nem
latvanyos. A metasztazisok jelenléte nagymértékben csokkenti a varhato élettartam hosszat,
ezért ezen attétek korai felismerése és lokalizaldsa dontd fontossagli a betegek ¢letkilatasai
szempontjabol. A betegek életének meghosszabbitasa szempontjabol az orvosi képalkotd
technikak kulcsszerepet jatszhatnak. A nem invaziv képalkoté mddszerek koziil a pozitron
emisszios tomografia (PET) nagy érzékenysége és felbontdsa miatt hasznos modszer a
rosszindulati daganatok kimutatasara, valamint a stadium meghatarozasara. A primer
daganatok és attétek képalkotasara a leggyakrabban alkalmazott radiogyogyszer a [F]-fluor-
2-dezoxi-D-gliikoz (**F-FDG). A ®F-FDG egy gliikoz-analég, amely magas metabolikus
aktivitassal rendelkezd sejtekben, példdul daganatokban halmozodik fel. A széles kort
hasznalat ellenére a *8F-FDG bizonyos korlatokkal rendelkezik: nem specifikus a rosszindulatt
melanomara, raadasul gyulladasos elvaltozasok €s a kozponti idegrendszer sejtjei is halmozzak,
ami megneheziti a PET-képeken az egészséges és beteg szovetek elkiilonitését. A 8 F-FDG ezen
korlatai a melanoma diagnosztik4janak javitasa céljabol specifikus nyomjelzdk szintézisét és

jellemzését igényli, amelyek novelik a PET képek alkalmazasanak hatékonysagat.

A generator alapu radioizotopok kényelmes alternativai a ciklotronnal eldallithato
izotopoknak. Ilyen PET-izotop a ®3Ga, amely kozel idealis fizikai tulajdonsdgokkal rendelkezik
(89% B*; tu2 = 68 perc; Eav (B*) = 740 keV), a radionuklidhoz konnyti helyszini hozzaférhetdség
biztosithato a kereskedelemben kaphat6 8Ge/*®Ga-generatorokon keresztiil. A ®8Ga fizikai és
kémiai tulajdonsagai lehetdvé teszik a hatékony radiojellést kis molekulatomegii vegyiiletek

alkalmazasakor, dontéen peptideknél, viszont antitesteknél és fehérjéknél a rovid felezési ideje



miatt inkabb az indirekt jel6lés megvaldsitasa soran lehet hasznos. Az elébbi teriileten mar jol
bevalt radiojelolési modszerek allnak a rendelkezésre, amelyek szamos, a klinikai
gyakorlatban-, illetve kutatasban alkalmazott vegyiiletet eredményeztek mar. Azonban a
kiilonbozé daganatok, valamint ¢€lettani folyamatok hatékony, rovid idon beliili és minél
pontosabb feltérkepézése még tobb specifikus radiofarmakon fejlesztését indokolja, amely

komoly kihivas napjaink PET radiokémidja szamara.



3. lrodalmi attekintés

3.1 Képalkoto modszerek az orvostudomany teriiletén

A nagy felbontasi képalkotd technikak bevezetése attorést eredményezett az
egészségiigyben és forradalmasitotta a diagnosztikat a klinikai gyakorlatban. A radiologia
eszkoztaraba tartozo MRI (magnetic resonance imaging — magneses rezonancia képalkotas) [1],
CT (computer tomography — komputer tomografia) [2;3], rontgen (X-ray) [4] és UH (ultrasound
— ultrahang) vizsgalatok, morfoldgiai informaciot szolgaltatnak. Ezek a modszerek tehat a
betegség késobbi szakaszadban bekdvetkezd anatomiai elvaltozas megjelenitését lehetove tevod

modalitasok [5;6].

A radioaktiv izotopokkal torténd nyomjelzéses mddszer alapjat Hevesy Gyorgy magyar
szarmazasu kémikus fektette le, amiért 1943-ban Nobel-dijjal jutalmaztak, és a nuklearis
medicina atyjaként tekintenek ra [7]. A nuklearis medicina targykorében alkalmazott két f6
molekularis képalkoto technika a PET (positron emission tomography — pozitron emisszios
képalkotas) [8;9] és a SPECT (single photon emission computed tomography — egyfoton-
kibocsatasos szamitogépes metszeti képalkotas) [10], amelyek funkcionalis képalkotd
eljarasok. Mindkét vizsgalat esetében radioaktivan jeldlt vegyiiletet hasznalnak, azonban az
alkalmazott radiofarmakonokat kiilonboz0 sugarzast kibocsatd izotoppal jelolik. A
radiogyogyszereket a szervezetbe juttatjak, ahol részt vesznek az élettani folyamatokban,

mikdzben a radioizotop bomlasakor emittalt sugarzast detektaljak.

A PET technikanal B*-kibocsaté radionuklidokat hasznéalnak a radiojellésnél. A magbol
kilok6édott pozitron elveszti a kinetikus energiajat, ezutan egy elektronnal iitk6zve annihilalodik
és két 511 keV energidju, ellentétes iranyba mozgo y fotont bocsajt ki (180° + 0.25°) (1. abra).
a képalkotas két gamma foton egyidejii detektdlasa alapjan torténik, ezért a PET szamos
»veéletlen esemény” mérésbdl vald kiszlirésére képes. A magasabb jel/zaj aranynak
koszonhetden a moddszer érzékenysége ¢és felbontasa feliilmulja a SPECT képalkotas
paramétereit. Tovabbi kedvezd tulajdonsaga, hogy a biomolekuldk radiojelolésére olyan
izotopokat is hasznalhatunk (pl.: BF, C, N, '°0), amely elemek részt vesznek az é16
rendszerek felépitésében [8;9]. A megfeleld pozicidban térténd elem cseréje radioaktiv izotopra
olyan radioligandumokat eredményez, amelyeknek kémiai strukturaja valtozatlan, ezért nem

kell tartani a biokémiai tulajdonsagokban torténd valtozasoktdl sem.
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Pozitron emisszios tomografia

Radiofarmakon

Detektor

~ p~-kibocsaté radionuklid

B

(511 keV)

1. abra: A PET képalkotas elve [11].

A nuklearis képalkotas funkcionalis technika, amely molekularis szinten képesek
lathatova tenni koros folyamatokat a szervezetben, még miel6tt anatomiai valtozast okozna a
betegség. Az emisszids- és transzmisszios tomografiat magaban foglalo eljarasok mindegyike
rendelkezik elényos tulajdonsagokkal, raadasul egyiittes hasznalatuk és kombinalasuk soran,
plusz adatokat is szolgaltatnak egy vizsgalat alatt [12]. Pontosan az ilyenfajta tobbletinformacio
elérése céljabol 2001-ben, a Discovery LS (GE Healthcare) 1étrehozta az elsé kereskedelmi
forgalomban kaphato PET/CT hibrid késziiléket, amellyel egy betegen egy vizsgalat
alkalmaval, azonos testhelyzetben kaphatunk képet a funkcionalis és morfologiai
elvaltozasokrol egyarant [13]. 2010-ben a Siemens vezette be elséként a hibrid PET/MRI-t a
klinikai gyakorlatba, mely késziilékeknek nagy elénye, hogy az MRI leképzés soran nagy
lagyszoveti felbontas érhetd el. Az 0j technoldgia bizonyos vizsgalatok soran jelentds elonyt
nyajt a PET/CT-hez képest, azonban Osszetettebb és magasabb koltségii hibrid eljaras (1.
tablazat).
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1. tablazat: A fobb képalkoto eljarasok tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa [14]

CT MRI PET SPECT
| Szerkezeti és )
Informacio Szerkezeti Funkcionalis Funkcionalis
funkcionalis
Felbontas (mm) ~1 ~1 3-5 8-10
Ionizalo sugarzas Igen Nem Igen Igen
Koltség (dollar) 500 1000 2000 1000
Vizsgalati id6
1-2 30 20 30
(perc)

3.1.1 A PET képalkotdsndl hasznalt radionuklidok és radiofarmakonok

A PET képalkoto vizsgalatok elterjedésének sikere alapvetden 0sszefiigg a rendelkezésre
allo radiofarmakonok spektrumanak szélességével. Az 1970-es évektdl fejlesztették ki azokat
a hatékony és gyors reakciokat, amelyek lehetévé tették, hogy egyre tobb vegyiilettipust
vonjanak be a potencialis radioligandumok korébe. Ter-Pogossian és munkatarsai 1980-ban
mar egy 30 vegyiiletr6l sz6lo listat tettek kozzé, amelyek a mar fent emlitett négy izotop
alkalmazasan alapultak, nevezetesen: 0, C, 1N és 8F [15;16;17]. A ,,négy Klasszikus”
radionuklid - talan a fluor kivételével - a szervezetiinket alkotd Szerves molekulakban
szamottevd mennyiségben fellelheté elemek radioaktiv izotopjai. Ezeket alkalmazva
megvalosithato a radioaktiv nyomjelzés, igy elméletileg szinte barmilyen bioldgiai jelentdségii
molekula jel6lhetd, anélkiil, hogy a vegyiilet kémiai szerkezetét megvaltoztatnank [18]. A Ter-
Pogossian és munkatarsai altal kozolt lista manapsag mar tobb szdz radiofarmakonnal boviilt,
amelyeket a mindennapokban felhasznalnak az onkologia, neurologia, pszichiatria, kardiologia
¢és gyogyszerkutatas teriiletén egyarant. Az emlitett négy radionuklid eléallitasa ciklotronban
torténik (2. tablazat). A rovid felezési idejii 1°0, 11C és B3N (t2 = 2-20 perc) radioizotopok, csak
és kizarolag az el6allitas helyén hasznalhatoak fel kutatashoz vagy human céli vizsgalatokhoz.
Ellenben a 8F, 110 perces felezési ideje mar lehetdvé teszi a szallitasat kozeli PET centrumok

szamara [19].

Az eddig eléallitott radiofarmakonok felhasznalasi kore széles spektrumot olel at,
azonban a rutin PET [20] vizsgalatok soran leggyakrabban a [‘®F]-fluor-2-dezoxi-D-gliikéz
(*®F-FDG) alkalmazzak mind a mai napig. A BF-FDG egy gliikoz-analog, a szervezetbe

intravénas injekcid forméjaban juttatjak, majd a vérarambdl a gliikdz-transzporterek szallitjak
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a sejtekbe. A sejtekben 2-fluor-2-dezoxi-gliikoz-6-foszfatta az intracellularis hexokinaz
foszforilalja, azonban tovabb mar nem metabolizalodik [21], igy felhalmozddik a sejtekben, s
a radiofarmakon egyensulyi eloszlasat — ennek mértéke aranyos a cukoranyagcsere
intenzitasaval — PET kamera segitségével detektaljak. A ®F-FDG széles korii felhasznalasa
abbol adodik, hogy a daganatsejtek jelentds hanyadara jellemz6 a fokozott gliikozanyagcsere,
aminek részben oka a glilkdz transzporter membranprotein tulzott kifejezddése. Szerepet
jatszhat még a daganatszovet érhaldzatanak fokozodasa, valamint a tumorsejtek nagy osztodasi
rataja. Ezért ez a radiogyodgyszer napjaink legfontosabb, nem specifikus tumormarkere. Az
onkoldgiai alkalmazasokon tul szamos egyéb korképben, pl. gyulladdsok kimutatasaban is
egyre tobb adat all rendelkezésre a vegyiilettel végzett diagnosztika hasznossagarol. Mivel a
gyulladés helyén sejtosztodas indul be, valamint citokinek is felszabadulnak, ezért a GLUT-1
és GLUT-3 transzporterek expresszidja ebben az esetben is emelkedett, a megndvekedett
hexokinaz aktivitas pedig a ®F-FDG felhalmozodasahoz vezet [22]. Napjainkban a szivizom
betegségeinek diagnosztikajaban szintén ndvekszik a 8F-FDG jelentdsége, mivel az intakt

metabolikus aktivitas bizonyitékul szolgalhat a szivizom ¢életképességére [23].

Ahogy a fentiekbdl is latszik, a ®F-FDG radiofarmakonnal torténd vizsgalatok szamos
betegség esetében jelenthetnek hatékony diagnosztikat. De éppen ez a sokoldal
felhasznalhatosag mutatja azt, hogy ez a radiofarmakon nem specifikus kdlcsonhatasok alapjan
dusul fel a tumoros szovetekben. Bizonyos tumorok nem halmozzak hatékonyan az 8F-FDG-
t. Ilyen eset all fent példaul a low-grade tumorok esetében. A prosztata daganatnal a kozeli

hugyholyag magas aktivitas-szintje zavarja az érintett teriilet/ek vizsgalatat.

Az utdbbi évtizedekben megjelentek olyan tumorterapiak is (célzott tumorterapia vagy
iranyitott tumorterapia), amelyek specifikus kolcsonhatdsok alapjan miikodnek. A célzott
tumorterapia lényege, hogy a szervezetbe olyan hatéanyagot (pl. citotoxikus szerek, amelyek
mérgezik a sejteket) juttatunk, amely nagyobb valosziniiséggel talalja meg a tumoros sejteket
¢s altalaban szelektiv kolcsonhatassal kotddik hozzajuk. Ezért hatékonyabban fejti hatasat a
tumor kornyezetében. Ezzel elkeriilhetévé valik, hogy azonos hatéanyag-koncentracid
alakuljon ki az egészséges szervekben és szovetekben, valamint a daganatokban, mint ami a
kemoterapianal eld szokott fordulni, és nagyban felelds a mellékhatasok megjelenéséért. A
daganatoknak a kdrnyez6, nem malignus szdvetektdl in vivo jelzéssel torténd elkiilonitésére €s
felismerésére elméletileg lehetdséget ad a tumorokat alkoto sejtek egyedi fehérjestrukturainak
megjelenése, vagy az egészséges sejtekben csak kis mennyiségben talalhaté proteinek
megemelkedett expresszigja. Amennyiben a kemoterapiaban hasznalt hatéanyag egy olyan
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célba juttatdo alegységhez kapcsolodik, amely szelektiven megtalalja, felismeri a tumoron
fokozottan kifejez6dott receptort, akkor az lokalisan feldisul a beteg szovet kornyezetében,
ezért lehetdség van kisebb dozis alkalmazisara. Ennek kovetkeztében pedig esély nyilik a
mellékhatasok csokkentésére. Abban az esetben, ha iranyitott terapiat kivannak alkalmazni,
nem elégséges csak a tumort szimplan lokalizalni (pl. ®F-FDG-s képalkotassal), hanem
sziikségszeri meggy6z6dni arrdl is, hogy az adott beteg daganataban fellelheté-e az a
molekularis célpont (receptor, enzim), amelyen keresztiil a terapias hatast ki szeretnék valtani.
Ez a koncepcio megfelel a személyre szabott gyogyitasnak. Ezért nagy jelentésége van olyan
PET radiofarmakonok fejlesztésének, amelyek specifikus kolcsonhatasok alapjan dusulnak.
llyen célba juttatdé molekulak lehetnek példaul peptidek, kismolekulak, de akar
makromolekuldk is. A kis molekulatomeggel, ¢és gyors biodisztribucioval rendelkezd
vegyiiletek radiojeldlésére kivalo PET radionuklid a %Ga (3. tablazat). A ®Ga kozel idealis
fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezik, felezési ideje pedig jol illeszkedik a kismolekulak
és peptid-szarmazékok farmakokinetikdjahoz. A %8Ga jelentSsége abban rejlik, hogy hosszi
tavon megoldast jelenthet a biomolekulak jeldlésére ciklotronnal nem rendelkezd egészségligyi
kozpontok szamara is, lehetové és elérhetové téve a célzott terapia alkalmazasat, ahol a gallium-
jelolt vegyiiletek jelenthetik a sziikséges diagnosztikai hatteret. A %8Ga nuklid megndvekedett
jelentéseégét mutatja a PET képalkotas teriiletén, hogy az utobbi években komoly erdfeszitések
torténtek az 1zotop ciklotronban torténd eldallitasa érdekében. A ndvekvd igényekkel mar nem
tud lépést tartani a generatorok gyartésa, illetve a késziilékek csak limitalt aktivitas leaddsara
képesek, ezért nagyszamu vizsgalat esetén koltséghatékonyabb megoldas lehet a ciklotronos

eloallitas.
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2.

tablazat: A négy klasszikus PET izotop fizikai tulajdonsagai, eléallitasuk, gyakran

alkalmazott radiofarmakonjaik és felhasznalasuk

Leggyakoribb A radio-
radio- farmakonok
farmakonok felhasznalasa

ESE;% boﬁllés Tie  Ems | Eléallitasuk
(perc) | (MeV)  magreakcidja

(%)
11C-Kolin [24] = prosztata tumor
11C-Metionin aavt K
[25] gytumoro
Alzheimer kor,
11C-PIB [26] B-amiloid
1c 99,8 20,4 0,96 “UN(p,a)t'C detektalas
maj-, holyag-,
, vese- €s
He-Acetat tidorak,
[27] .
SZ1vV1Zzom
perfuzio
N-Glutamat tumor
[28] metabolizmus
N 9.8 10 L19 POp.o™N BN-Ammonia = myocardialis
[29] perfuzio
"0 909 205 172 MN@n)SO | 150-Viz [30] mﬁ‘;?{ﬁ;zhs
18E.EDG tumoryok/é:ttétek
[31:32] le’kejpe%ese,’
terapiakovetés
BE-FET [33] agytumorok
BE-FLT [34] proliferacio
1BE-FEC ¢és
BF-FCH prosztata tumor
[35:36]
BBE-MISO és
BE.FAZA hypoxia
F 9.9 110 063 “O(p.n)F 1[SF7-’I§I?J’§231 csontok
[40] képalkotasa
1BF-ML-10 , .
[41] apoptozis
BE.DOPA neuroendokrin
[42] tumorok
18 Alzheimer kor,
Fluorbetapir B-amyloid
[43] kimutatas
18F-Galakto- | neoangiogenezis
RGD [44] kimutatédsa
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3. tablazat: A gyakorlatban legtobbszor eléfordulé PET-radiofém izotopok fizikai

tulajdonsagai, eléallitasuk, gyakran alkalmazott radiofarmakonjaik és felhasznalasuk

Leg-
Radio B Tovabbi : ] A radio-
_ Emax El6- gyakoribb
- bomlas = bomlasi = Tie ] farmakonok
] MeV allitas radio-
nuklid % mod felhasznalasa
farmakonok
8Ga-DOTA-
TOC,
Elektron 8Ga-DOTA- _
67,7 szomatosztatin
68Ga 89,1 befogas 1,89 @ %8Ge/®Ga NOC,
perc receptor
10,9% 8Ga-DOTA-
TATE
[45;46;47]
44Sc-PSMA- prosztata
617 [48] tumor
Eletron “Sc-DOTA- N
3,92 avfBs integrinek
43¢ 943  befogas 1,47 | “Ti*sc =~ RGD2[49]
7 6ra
5,7% _
#45¢-DOTA- | szomatosztatin
TOC [50] receptor
Elektron 897r-
75,8 8Y(p,n)
8Zr 22,7 befogas 0,90 trastuzumab HER-2
ora 8zr
77,3% [51]
3.2 Radionuklid generatorok

Az OGYEI az alabbi definiciot fogalmazta meg a radioizotop generatorokrol [52]:

., Radionuklid generdtorok: minden olyan rendszer, amely meghatarozott anya-radionuklidot

(anyaelem) foglal magaban; ez az anya-radionuklid leany-radionuklidot (leanyelem) termel,

amelyet eluciéval vagy egyéb modszerrel nyeriink és radioaktiv gyogyszerkészitményekben

alkalmazzuk.”

16



Tehat a radionuklid generator (RNG) egy olyan 6nall6, kompakt, szallithato és ciklotront
nem igényl6 izotdp eldallitasara alkalmas eszkdz, amelynek mindkét eleme radioaktiv. Az
anyaelem egy viszonylag hosszu felezési idejli izotop, ez biztositja a szallithatosagat és a
rentabilis idejli felhasznalhatosagat. A radionuklid generator nem csak ,,eléallitja” a sziikséges
radioizotopot, de a megfeleld elvalasztast is biztositja a magas radionuklidos tisztasag
érdekében. A leanyelem elvalasztasat az anyaelemtdl altaldban valamilyen kromatografiaval
oldottak meg. A kezdeti idészakban még jellemzd volt, hogy nem elegyedd olddszerekben, a
megoszlasi hanyados segitségével nyertek ki tiszta radionuklidot, de ezek a megoldasok nem
segitették eld az adott radionuklid generator széleskorti terjedését. Hiszen a mindennapi
hasznalathoz egyszerli, kevésbé képzett személyzet altal is reprodukalhatéoan elvégezhetd
modszerre volt sziikség. Ezeknek a kivanalmaknak nagyon jol megfelelhet az
oszlopkromatografia. Ebben az esetben az anyaelem egy megfelelé all6fazison van
adszorbealva (kiillonboz6 generatorok esetében kiilonb6z6 adszorbensek szolgalnak az
anyaelem megkotésére), s az ezen torténd radioaktiv bomlasbol keletkezik a leanyelem [53].
Az anya- és leanyelem eltérd fizikai-kémiai tulajdonsagai miatt lehetséges a két radioizotop
megfelel6 hatékonysagu elvalasztasa, igy konnyen kinyerhet6 a csak és kizardlag felhasznalni
kivant lednyelem. A lednyelem aktivitasat az anyaelem bomlésa folyamatosan poétolja. A
radioaktiv generatorokat ezen megallapitdsok alapjan ,,radionuklid teheneknek™ is hivjédk a

szakirodalomban [54].

A lednyelem aktivitdsa egy meghatarozott idépontban az 1. és a 2. egyenlet alapjan

allapithato meg:

In2 __In2
Al = ¢l A’Z - t2 (1)
1/2 1/2
A _ - -
Az=Aq

Ahol: 2 a bomlasi allando, A1 és A2 az anyaelem és a leanyelem bomlasi allandodja, ti2 a
felezési ido, At at és a to idopontok kozott eltelt ido, Az a lednyelem t idopontbeli aktivitdsa,

A% és AY az anyaelem és a lednyelem to idépontbeli aktivitdsa.

A radionuklid generatorokat az anya- ¢€s leanyelem felezési idejének aranya alapjan is
lehet csoportositani az 1. €s a 2. egyenletek figyelembevételével [55]. Attol fiiggden, hogy
milyen ardnyossag all fenn a bomlasi allandok (vagy felezési idok) kozott, harom f6 esetet

kiilonboztetiink meg:
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1. Tranziens egyensuly — az anyaelem felezési ideje hosszabb (nagysagrendben tizszeres),
mint a leanyelemé, de nem tekinthetd végtelennek, tehat ti 1>ty 2; azaz A < As.

2. Szekularis egyensuly — az anyaelem felezési ideje sokkal nagyobb, mint a lednyelemé,
azaz: tip 1>>ti 2; azaz M << A2 (2. abra)

3. Nincs egyensuly — az anyaelem felezési ideje kisebb, mint a lednyelemé, azaz: ti 1<

t12 2; @zaz A1 > Ao

Szekularis egyensily

100 =
j _--"
Anyaelem e
aktivitasa , -
z ’ Nines egyensily 1 Szekularis egyensily
= 4 :
£ /
=t /
«< 10 }
/ Ledanyelem
! aktivitasa
!
!
I/
1
1 !
1do

2. abra: A szekuldris egyensily bemutatasa

A radionuklid generatorok fejlesztését az elmult harom évtizedben elsOsorban az
motivalta, hogy széles spektrumban felhasznaljak az ilyen mdodon eldallitott radioizotopokat
nyomjelz6/jelold vegyiiletekként az élettudomanyokban. Napjainkig foként a diagnosztikai
alkalmazasai véltak be a nuklearis medicina teriiletén. Az elmult években igéretes generator-
eredetli diagnosztikai és terapias radionuklidokat fejlesztettek ki a nuklearis medicina, az
onkoldgia, valamint az intervencios kardiologia teriiletére. A fokozodo igény miatt, elindult a
generator-rendszerek fejlesztése, amely az anyaelemek eldallitdsat, a még hatékonyabb

elvalasztast, valamint a generator-rendszerek megbizhatd miiszaki tervezését célozza meg [48].
321 A%Ge/%®Ga generdtor-rendszerek

A galliumnak 31 izotopja ismert, amelyek 56-86 kozotti tomegszdmmal fordulnak eld,
ebbdl két stabil izotdp talalhatdé meg a természetben: a %°Ga (60,11%) és a "*Ga (39,89%). Két
gallium izotép, a Ga (t12 = 9,5 6ra) és a %8Ga (ti2 = 68 perc) B* sugarzo, ezért a PET
képalkotashoz alkalmas; a 8’Ga-mot (t2 = 78 6ra) y-sugarzo izotop 1évén SPECT képalkotas

soran hasznaljak.
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A ®8Ga-mot a nuklearis medicinai alkalmazasokhoz egy %Ge/%®Ga generator-rendszer

szolgaltatja. Szamos eldnye van a ciklotronnal eléallithatdé PET radioizotopokkal szemben:

e konnyen hozzaférhetd, egyszerl,, kompakt kivitelezés;

e nem igényel olyan infrastrukturalis hatteret, mint egy ciklotron — alacsony beiizemelési
¢s muikodési koltségek, fenntarthatosag, helyigény;

e magasan képzett szaktudasu emberek jelenléte nélkiil is megbizhatéan szolgéltatja az
izotopot;

o clérhetdséget teremt PET képalkotds alkalmazasdhoz olyan vizsgalohelyek szamara,
amelyek ciklotronnal nem rendelkeznek;

o lehetdséget biztosit preklinikai és klinikai vizsgéalatokban vald részvételre, ciklotron

nélkiil is [56].

A %8Ga 89%-ban pozitron kibocsatassal és 11%-ban elektronbefogassal stabilizalodik. A
bomlasa soran atlagos pozitron energiaja 890 keV, maximalis pozitron energidja 1899 keV.
felezési ideje 67,71 perc. A %8Ge/®®Ga generator-rendszer anyaeleme a *8Ge (t12 = 270,8 nap),
amelyet ciklotron segitségével allitanak eld nagy tisztasagn %°Ga,Os-bol (p,2n) magreakcio

segitségével. A leanyelem, a %8Ga, amelybdl bomlasa soran stabil ®3Zn keletkezik [56].

Az elsé %8Ge/*®Ga generatort 1960-ban Gleason és munkatarsai 4llitottak eld, amely
folyadék-folyadék extrakcios technologian alapult, acetil-aceton és ciklohexan alkalmazasaval,
azonban csak hozzaadott Ga (I11)-oldat hasznalataval volt hatékony a Ge/Ga elvalasztas [57].
Eredményeiket ,,A pozitron tehén” cimen publikaltak. A folyadék-folyadek extrakcio limitald
tényez6i, valamint a ®Ga-mal jelslt radiogyogyszerek elallitdsanal tdmasztott mindségi és
tisztasagi koriilmények miatt — amelyek ennél a rendszernél csak harom-négy tisztitasi Iépéssel
érheté el — a szilard-fazist technikdk alkalmazasa irdanydba mozditottdk el a tovéabbi

fejlesztéseket [57].

A szilard-fazisu technikat eldszor alkalmazo generator toltete Al2Os-ot tartalmazott és a
%8Ga-mot 10 mL 5 mmol/dm? koncentraciéjtt EDTA oldat (pH = 7,0) alkalmazasaval kaptak,
8Ga-EDTA komplex formajaban, 95%-0s hozammal, hozzaadott inaktiv Ga (111)-oldat nélkiil
[58]. A %8Ga-EDTA radiofarmakont agydaganatok megndvekedett véraramlasanak a mérésére
hasznaltak [59;60], azonban a generator elterjedésének egy lekiizdhetetlen hatranya volt.
Gyakorlatilag a komplex magas termodinamikai stabilitisa miatt (log B1 = 21,7) csak a ®3Ga-
EDTA szintézisére korlatozodott a felhasznalasa [58].
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Az 1970-es évek végén a %Ga-mal torténd képalkotas megfeneklett, aminek két fo oka
volt: egyrészt a generator felépitése nem tiint megfelelének a kiilonbozé *8Ga-mal jeldlt
radiofarmakonok szintézisére, tovabba klinikai jelentdségiik is csekély volt a meglévo
technologiak alkalmazéasaval; masrészt ebben az iddszakban parhuzamosan jelentds fejlodést

értek el @ ®°MTc és a 18F radiojeldlt radiofarmakonok fejlesztésében és klinikai alkalmazasaiban.

Ugyanakkor a *70-es és ’80-as években szamos alapvet6 radiokémiai tanulmany sziiletett,
amelyekben szervetlen matrixokat, valamint szerves gyantakat alkalmaztak a 8Ge szelektiv
adszorbealasara. Ezeken a fazisokon hatékony %8Ga deszorpcié volt lehetséges 0,1-1 mol/dm?
HCI hasznalataval. A {6 kihivast az effektiv radiokémiai elvalasztdsi modszer kifejlesztése
jelentette, amely sordn a °®Ga-mot kationként nyerik le a generatorrél. A fémionként
rendelkezésre all6 radionuklid mar sokoldalu radiojeldlést tett és tesz lehetévé mind a mai
napig. A Ga (lll) kationos formaban van jelen példaul vizes akvakomplexekben. A tovabbi
fejlesztések soran Me'VO, (Me = Sn, Ti, Zr, Ce) tipusi matrixok és a szerves-gyantat
(pirogallol-formaldehid) alkalmazé rendszerek sikeresnek bizonyultak a Ge (1V) kation

adszorbealasara és a Ga (I11) kation deszorpcidjara [61;62;63;64].

Egy gallium generator alkalmazasanal szdmos paraméter van, amelyek befolyasolhatjak
a radiojelolés hatasfokat, a radionuklidos tisztasdgot és a molaris aktivitast. Ezen negativ
limitalo tényez6k — nem beszélve még a sterilitdas kérdésér6l — meggatoltdk a human
felhasznalasra alkalmas ®3Ga-mal jelslt radiofarmakonok eldallitasat és elterjedését a nukledris
medicina teriiletén. A tobbféle generator az eltéré mindségii termékével pedig gatat szab a , Kit
alapt” radioaktiv gydgyszergyartds irdnyaba tett erdfeszitéseknek. A sdésav magas
koncentracidja megakadalyozza a kdzvetlen felhasznalast a radiojeldlések soran, ezért nagy
mennyiségli pufferrel lehet csak beallitani a jeldléshez sziikséges pH-at, illetve kordbban
problémat okozott, hogy az alacsony pH-n a ligandumok vagy bifunkcionalis kelatorok
funkcionalis csoportjai protonalddtak, gatolva ezzel a komplexképzddést. A puffer-rendszer
alkalmazasanak ez csak az egyik oka; a masik, hogy koordinélja és megtartja a Ga (III)-mat
oldat fazisban, amely nélkiil a Ga (III) Ga(OH)3z csapadékként lenne jelen 3-7 kozotti pH
tartomanyban [65]. Szamos puffert teszteltek e célok megvalodsitasa érdekében, ilyenek példaul
a HEPES 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-ilJetan-szulfonsav, NaOAc, oxalat, szukcinat, tartarat,
formiat, glutamat és laktat [66;67]. E vegyiiletek koziil a HEPES biologiailag kompatibilis
puffer és a kisérletek soran is jol teljesitett, hiszen magas radiokémiai hozamot (> 95%) ¢és
molaris aktivitdst értek el a haszndlataval, azonban gyogyszerbiztonsadgi szempontbol

problémas az alkalmazasa. Jelenleg a gydgyszerkdnyvben még nem szerepel, igy klinikai
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felhasznalasa sordn tovabbi tisztitasi és mindségellendrzési méréseket von maga utén,
amennyiben mégis az alkalmazasa mellett dontenek. A gyogyszerkonyvben jegyzett NaOAc

puffer-rendszert hasznaljak altalanossagban a radiokémiai gyakorlatban [48].
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3. abra: Kereskedelmi forgalomban kaphato 8Ge/®®Ga generatorok: A: Cyclotron Co.
(Oroszorszag) (Eckert & Ziegler az eurdpai forgalmazo); B: Eckert Eckert & Ziegler IGG100
(Németorszag); C: Eckert & Ziegler IGG101, Pharm. Grade (Németorszag), D: iThemba LABS
(Dél-Afrikai Koztarsasag); E: Isotope Technologies Garchnig (Németorszag); F: Galli Eo
(Belgium).

A kromatografias oszlopok kapcsan fontos a magas radionuklidos tisztasag. Kardinalis
problémét jelenthet ugyanis a %8Ge attorése az eludlt oldatban, hiszen az anyaelem hosszli
felezési ideje (270 nap) radiotoxicitasi problémakat okoz a human felhasznalas soran, igy ezt
orvosolni kellett a Pharm. Grade engedéllyel rendelkezé generatorok esetében. Tovabba a
kromatografids oszlop anyagdbdl szdrmaz6 fémionok (Sn, Ti) is negativ hatast gyakorolnak a
jelolés soran [53;68;69], valamint egyéb szennyezddések, mint pl. Fe (III), illetve az Al (III)
ionok — amelyek a generator szerkezeti elemeibdl, vagy az egyéb felhasznalt vegyszerekbol
keriilhetnek bele a reakcioelegybe — jelenlétét minimalizalni kell. Ezek a fémek hasonl6 fizikai-
kémiai tulajdonsagaik miatt, versengd fémionnd valhatnak a kelatorok komplexalasanal a Ga-

mal szemben. Ezen kiviil — ha nem is feltétleniil human alkalmazasra szanjak a radioligandumot
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—, a Zn (I1) hatranyosan befolyasolja a ®3Ga-jeldlési hozamokat és a molaris aktivitast. Mivel
jelentds mennyiségii Zn (11) keletkezik a %8Ga lebomlasabol, ezért a generatort allis utan
,tisztitd elucioval” kell hasznalhaté allapotba hozni, jellemzden legfeljebb 24 6raval a szintézis

megkezdése elott.

A Pharm. Grade gyartasi engedéllyel rendelkezd, kereskedelmi forgalomban kaphatd
generatorok (3. abra) esetében a fent emlitett limitald tényezdket a fejlesztéseik soran
kikiiszobolték, azonban a hatdsagi kovetelmények igényeinek valé megfeleléséhez, valamint a
jelolési hatékonysag novelése érdekében — amely célja a molaris aktivitas és a kvantitativ
komplexalasi reakcio elérése —, illetve a radionuklid koncentralasa érdekében az irodalomban

harom Ga utofeldolgozasi 1épést is kidolgoztak:

Anioncserés tisztitas: Ennél az eljarasnal a generator termékét, amely 10 mL, 0,1 mol/dm?®
sosav-eludtum, 15 mL 9,5 mol/dm® HCI-dal elegyitik, ennek kovetkeztében a sésav végsd
koncentraciéja 5,5 mol/dm? lesz. Ilyen kériilmények kzott a gallium mar anionos komplexként
van jelen [GaCls]". Er6s anioncseréld oszlopot (SAX; AG 1-X8) alkalmaznak, amely képes
immobilizalni az aniont, mikézben a szennyez6 pozitiv toltésti fémionok visszatartas nélkiil
atjutnak a kromatografias oszlopon. Ezt kdvetden az 1 mL 5,5 mol/dm?® sésavval torténd mosasi
1épés utan a gyantat No gazzal atfajjak, majd az aktivitast kis mennyiségii vizzel visszanyerik.
A modszer elénye, hogy a ®Ge elvalasztasa jo hatasfokkal torténik, magas aktivitas-
koncentracié érhetd el a kis térfogati vizes eliicid miatt, azonban nem alkalmas az O0sszes

fémszennyez6dés pl.: Zn(I) és Fe(II) eltavolitasara [70].

Kationcserés tisztitas: FOként olyan generatorok esetében alkalmazhato, amelyeknél az
elualé oldat 0,1-0,05 mol/dm® HCI. A folyamatnal erds kationcserélé oszlopot (SCX; AG 50W-
X8) hasznalnak, amely a kezdeti generator eludtum — ®®Ga tartalmanak — >99%-4t képes
adszorbedlni, ezzel a 1épéssel a %Ge'V-t6l sikeresen elvalasztjak, hiszen a gyantan atfolyt
folyadékfazisban marad, visszatartas nélkiil atjut az oszlopon. A még esetlegesen megmaradt
zavar6 fémszennyezoédésektél 80% aceton/0,15 mol/dm?® HCI elegyével tisztitjik a ®3Ga-mot,
majd ezt kovetden 98% aceton/0,05 mol/dm® HCI elegyével nyerhetd vissza a termék. A
modszer eldnye a kis térfogata elucio, a tisztitds gyorsasaga — minddssze 4 percet vesz igénybe
az egész folyamat —, tovabba szinte teljes mértékben eltavolitja a fémszennyezddéseket,
beleértve a ®Ge-mot is. A folyamat hatranyaként emlitheté a reakcidelegyben 1évé magas
aceton tartalom, azonban ennek a negativ hatdsa (toxikus anyag) a radiojel6lés tovabbi

szakaszaban kikiiszobolhetd, a formulazasi 1épésnél [71].
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Frakcionalt elucio: Az egyik legegyszerlibb modszer. Az alapjat az képezi, hogy a
radionuklid koncentracié-profilja nem egyenletes az elicid soran, rdadasul ez a profil eltér a
potencialis szennyezd fémionok karakterisztikdjatol. A generator elucidja sordn frakcidkat
radiojel6lési 1épés folyaman, amely a teljes aktivitas kb. 2/3-a, a térfogata 1-2 mL. Ebben az
esetben a %8Ge'v és a fémszennyezédések Osszemennyisége csokken, az alacsonyabb
térfogatnak koszonhetOen, valamint tovabbi eldnye a moddszer egyszerliségében rejlik.

Hatranya, hogy a generator teljes aktivitas-kapacitasat nem lehet felhasznalni [72].
3.2.2  Agallium kémidja

A gallium a periédusos rendszer 31. kémiai eleme, a harmadik periodusban és a 13.
csoportban talalhatd, vegyjele Ga. Létezését Dmitrij Mengyejelev, a periodusos rendszer
megalkotoja, 1871-ben elére megjosolta, szamitasai és feltételezett tulajdonsagai alapjan ,,eka-
aluminiumnak” (aluminium alatti) nevezte el. Végiil Paul-Emile Lecoq de Boisbaudran 1875-
ben azonositotta a szfaleritbdl spektroszkopiai mérések segitségével. A felfedezett elemnek a
gallium nevet adta, egyes forrasok szerint hazaja, Franciaorszag tiszteletére. Erdekesség, hogy
Mengyelejev 1871-ben kozétett periodus rendszere az akkori tudods tarsadalom korében nem
volt teljes mértékben elfogadott, sokan csak a gallium felfedezése utan tekintették valosnak €s

megalapozottnak az alkalmazasat.

A gallium elektron konfiguraciodja ([Ar] 3d° 4s2 4p?), a 3d alhéj mar telitett, viszont a 4-
es fékvantumszamu héjon harom elektron talalhato, ezért vegyiileteiben leggyakrabban a +3-as
oxidacios szammal rendelkezik. Eléfordulnak +1-es oxidacios szamu vegyiiletei is, amelyek
bomlékonyak, ezért meglehetdsen ritkak. A harmadik periodus elemeihez hasonloan a Ga (I11)
hard sav, foként ionos és apolaris Lewis-bazisokkal képez sokat. Az ionsugara 62 pm,

elektronnegativitasa 1,81 (Pauling-skala), pKa = 2,6 [73;74].

A Ga (II) egyik f6 jellemzdje a vizes hidrolizis iranti nagy érzékenysége savas és lugos
pH értékeknél egyarant. Vizes oldatban pH = 3-ig dontéen kationos formaban van jelen, majd
magasabb pH-an a gallium kiilonb6z6 hidroxo-komplexei jelennek meg (4. abra). Szamos
kiilonféle alacsony oldhatdsdgi forma talalhato pH = 3,5-7,5 kozott, amelyek hajlamosak
kolloid vagy pszeudo-kolloid csapadékot képezni. Az ismételten jo oldhatosaggal rendelkezd,
stabil gallat [Ga(OH)s] anion pH = 7,4-9 k6z6tt kezd el képzodni. Ebben a formaban a gallium

nagyon lasst ligandum cserére képes mas komplexképzé anyagokkal, ezért a transzkelalodas
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nehezen valdsithaté meg. Radioaktiv nyomjelzési reakciok soran sziikséges a fémiont ,,védeni”

a nukleofilek tamadasatol [75].
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4. abra: A gallium Kkiilonb6z6 formai vizes oldatban a pH fiiggvényében [76]
3.2.3 A gallium koordindcios kémidja

A Ga (I1) kation szamos makrociklusos és nyilt lanct kelatorral képes stabil komplexet
képezni. Ezekben a komplexekben a gallium altalaban 4-6-0s koordinacidval rendelkezik [77].
Béar a nukledris medicinai gyakorlatban a DOTA kelatorral kapcsolatban hasznéaljak a
legtobbszor, az ion viszonylag kis méretének koszonhetden inkabb a kisebb tiregméretii kelator
gytrtikkel képez extrém stabil komplexeket. A gallium ion fizikai-kémiai tulajdonsagai alapjan
hard donoratomokkal rendelkezé vegyiiletekkel képez stabil koordinacios kotéseket, ilyen
donoratomok lehetnek példaul az oxi- és aminocsoportok. A makrociklusos szarmazékokban a
kozponti ion 6-0S koordinacios szammal rendelkezik és torzult oktaéderes geometriat alakit ki.

Minél kisebb a torzulas mértéke, altalaban annal nagyobb a termodinamikai stabilitas [78;79].

A kelatorokat szerkezetiik alapjan két nagy csaladba szoktak osztani, nyilt lanct (vagy
aciklusos) és gylriis (vagy makrociklusos) tipusokat kiilonboztetnek meg. A korabbi kutatasi
eredmények, amelyek kelatorok tervezésérdl és tulajdonsagaik Osszehasonlitasarol szoltak,
ramutattak arra, hogy a makrociklusok altaldban nagyobb kinetikai inertséggel birnak, mig a
két csoport kozel hasonld termodinamikai stabilitassal rendelkezik [80;81;82]. A
makrociklusos kelatorok esetében makrociklusnak nevezik azt a kozponti szerkezeti egységet,
amiben a fémion elhelyezkedik, az aciklusosak estében a fémiont ilyen gylirti nem 6leli kortil,

viszont emiatt altalaban kisebb energia kell a kelat kialakitasahoz. A makrociklusok esetében a
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funkciés csoportok és a kialakult gytiri mérete szelekcids hatdssal rendelkezik a fémionok

komplexalasa soran [83].

Olyan kutatasokat is végeztek, amely soran vizsgaltak a ®3Ge/®®Ga generator eluatum
szervezeten beliili eloszlasat 21 him és 21 ndstény patkdny bevonasaval. A mérések soran 0,5
mL %8GaCls oldatot injektaltak intravénasan az allatokba (47+4 MBq). A %Ga a
vizeletkivalaszté rendszeren keresztiil iiriilt ki a szervezetb6l. A néstény és him patkanyok Ga
adataibol extrapolalva a becsiilt effektiv dozis egy 57 kg tomegii né esetében 0,0308 mSv/MBq,
mig egy 70 kg tomegi férfinél 0,0191 mSv/MBq dozisterhelést okoz [84].

Fiziologids koriilmények kozott a vas széllitasara specializalodott fehérjék potencidlis
célpontjai lehetnek a nem koordinalt ®Ga®*-nak, mivel a radionuklid és a Fe3* fizikai-kémiai
tulajdonsagai hasonléak, valamint koordinacios kémiajuk is nagyjabol megegyez6. Emellett
ionsugaruk kozel azonos: a gallium ion sugara 62 pm, a vasé 65 pm. Ezért a plazmaban jelen
1év6 Fe®*-at kotd fehérjék, a transzferin, laktoferin és ferritin nagy affinitast mutatnak a Ga**
iranyaba (log B1 = 23,7) [85]. Egy esetleges, nem kivant ligandum csere a Fe®* és 8Ga®" kozott,
a %8Ga>" felhalmozodasat okozna a majban és a tiidében, ezzel jelentés dozissal terhelné ezeket

a szerveket, valamint csokkentené a képalkotas kiértékelhetdségét [86].
3.3 Makrociklusos kelatorok

A DOTA, az egyik legszélesebb korben alkalmazott kelator, amelyet szamos radiofém
esetében felhasznalnak. Alkalmazasa a ®®Ga-alapt radiojeldléseknél is gyakori, kiilondsen a
régebbi fejlesztésii radiofarmakonok esetében, amelyek a human klinikai vizsgalatokban,
illetve a rutin betegvizsgélatokban szerepelnek. Talan legismertebb példaként emlithetjiik a
szomatosztatin receptort fokozottan expresszald neuroendokrin tumorok kimutatasra alkalmas
%8Ga-mal jelslt DOTA-TOC, DOTA-NOC és DOTA-TATE vegyiileteket [87]. Az 5. abran

néhany makrociklusos kelator szerkezeti képlete lathato.

A DOTA %8Ga-mal alkotott komplexének kialakitasaban a makrociklus N-atomjai és a
karboxil csoport O-atomjai jatszanak szerepet (NsOz), a kétszeresen deprotonalt
[Ga(H2DOTA)]" szerkezet erdsen torzult oktaéderes geometriat mutat [88]. A torzulast a
viszonylag nagy gyiriiméret eredményezi, és ennek kovetkeztében a termodinamikai stabilitas
(log B1 = 21,3-26,1) viszonylag alacsony. A kereszthidakkal ellatott DOTA (CB-DO?A, 4,10-

bisz[karboximetil]-1,4,7,10-tetraazabiciklo[5.5.2]tetradekan) Kifejlesztése javitott ezen az
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értéken, mivel a Ga-N és Ga-O kotési tavolsagok csokkentek a kereszthidak altal, minek

kovetkeztében a kotési szogek kozelebb kertiltek az idealishoz [89].

A piridin-tartalmi  DOTA szarmazék, a PCTA (3,6,9,15-tetraazabiciklo[9.3.1]-
pentadekan-1(15),11,13-trién-3,6,9,-triecetsav), egy eredetileg lantanoidak komplexalasara
kidolgozott kelator, amelyet MRI kontrasztanyagok eléallitasanal hasznaltak. A ®®Ga-mal
torténd radiojelolését a p-NO2-Bn-PCTA kelatorral tesztelték és kvantitativ jelolést (98,9%)
értek el (20 pmol/dm? kelator, 5 perc) szobahdmérsékleten torténd reakcioban. Az igy elkésziilt
radioligandumok kinetikailag stabilnak bizonyultak az apo-traszferinnel torténé kompeticid
soran [90; 91].

Azt lathatjuk tehat, hogy bar talalunk példat a DOTA kelatorok bioldgiai felhasznalasara
%8Ga-mal, illetve bizonyos hordozok esetében ki is elégiti azokat a kdvetelményeket, amelyeket
tamasztanak vele szemben, azonban mégsem mondhato idealis valasztasnak minden tipusu
radioligandumhoz. A legfontosabb korlat a felhasznalasa soran, hogy hatékony radiojelolést
csak emelt hdmérsékleten lehet megvaldsitani vele (95 °C), ezért hdre érzékeny biologiai
vektorok esetében — ilyenek példaul az antitestek — nem alkalmazhato. A gylirli méretét
(tetraazaciklododekan-TACD) csokkentve késziilt el egy 0 kelator csalad, amelyet NOTA
tipusu kelatoroknak neveztek el, ez mar kozponti szerkezeti elemként triazaciklononan-gytrit
(TACN) tartalmaz [92]. A TACN gytrit alapul véve szamos vegyiiletet dolgoztak ki, amelyek
az oldallancok kémiai szerkezetében kiilonboznek. Ilyen kelatorok pl: a 1,4,7-triazaciklononan-
1-borostyankdsav-4,7-diecetsav = (NODASA) [93], 1,4,7-triazaciklononan-N’,N"’,N""’-
tris(metil-foszfinsav) (NOTP) [94], 1,4,7-triazacikononan-N",N"’,N "’ -trisz(metilén-foszfonat-
monoetilészter) (NOTPME) [95], 1,4,7-triazaciklononan,1-glutarsav-4,7-diecetsav
(NODAGA) [96].

Ezek a kelatorok mar sokkal hatékonyabbnak bizonyultak a Ga®" felhasznalas
szempontjabol. A megfelelébb gytiriiméret kovetkeztében a kotések fesziiltsége csokkent, ezért
a [Ga(NOTA)] komplex termodinamikai stabilitasa (log B1 = 29,0-31,0), koriilbeliil kilenc
nagysagrenddel nagyobb, mint a [Ga(DOTA)]-¢ [97]. A NOTA kelatorral végzett kisérleti
munkaban kvantitativ radiojeldlés érhetd el ®Ga-mal (5 pmol/dm3, 5 perc, 25 °C), ezzel
szemben hasonl6 koriilmények kdzott a DOTA nagyjabol 20%-os hozamra volt képes [98,99].
A kiilonbdz6ség okainak kideritése céljabol "YGa NMR spektroszkopias mérésekkel vizsgaltak
a [Ga(NOTA)] térszerkezetét. A komplex torzult oktaéderes geometriajat ebben az esetben is
azonositottak, amely az N3Oz donoratomok koordinaciojaval 1étrejové szerkezet. Viszont a
kotési szogek mindossze 5-8°-kal térnek el az idealis 90°-os oktaéderes allapottol [100].
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5. abra: Gyiiriis kelatorok szerkezeti képlete

A TACN-gytirti felhasznalasaval, de foszfonat- és foszfinatot tartalmazé oldallanccal is
késziiltek keldtorok. Ennek a fejlesztésnek a {6 hajtoereje az volt, hogy mint kordbban lattuk, a
sikeres komplexalashoz sziikség van a karboxil csoportok deprotonaldodasara. Ehhez viszont
magasabb, mint pH > 4 érték sziikséges, amely értéken a gallium (111) kationos formaban nem
kedvezményezett, ezért a jelolési reakciok versenyeznek a hidroxo-komplexek képzddésével.
Mivel a foszfonsavak erésebb savak a karbonsavaknal, ezért mar alacsonyabb pH-n elérheté a
deprotondlodas, aminek kovetkeztében hatékonyabb radiojeldlési reakciokat varhatunk a savas
tartomanyban is. Az 0] fejlesztésti vegyiiletek koziil talan a TRAP (triazaciklononan-foszfinsav)
az egyik legismertebb. Ennél a vegyiiletnél a NOTA-hoz képest a karbonsav csoportokat
foszfinatokra cserélték, s igy ezekkel torténik meg a komplexképzodés [101]. A TRAP Ga (I11)-
mal termodinamikailag stabil komplexet képez (log f1 = 26,2) szobahémérsékleten, tovabba
magas radiokémiai hozam érhet6 el alacsony, nM-os prekurzor koncentracio mellett, ami

kiemelkedden magas molaris aktivitast eredményez [102].

3.4 Aciklusos kelatorok

A nuklearis medicinaban alkalmazott kelatorok masik csoportja az igynevezett aciklusos
kelatorok. Bar az altalanos vélekedés szerint ezek a tipusu vegyiiletek nem képesek elegendden
stabil komplexeket képezni az in vivo alkalmazas megvalositasara, tovabbra is érdeklodésre
tartanak szdmot, hiszen a gyors komplexképzés szobahOmérsékleten egy olyan vonzd
tulajdonsag, ami miatt kutatasuk nem allt le. Az eddigi eréfeszitések elsé eredményei mar be is
értek, egy HBED (N’,N -bisz-[2-hidroxi-5-(karboxietil)benzil]etiléndiamin-N ’,N -diecetsav)-
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konjugalt radiofarmakon napjainkra kivivta helyét a rutin PET-képalkotas teriiletén. A PSMA-
11 HBED-CC-vel konjugalt szirmazéka a 8Ga-HBED-CC-PSMA, egy prosztata daganatok
feltérképezésére, valamint a terapia utani kiujuldas nyomon kovetésre alkalmazott
radiogyogyszer. A HBED-CC galliummal torténd komplexképzOddés soran diasztereomereket
képez, amely szarmazékok NMR mérések soran azonosithatok. A diasztereomerek egymashoz
viszonyitott aranya fligg a reakciokoriilményektdl, mint példaul a hdmérséklet és a reakci6ido.
Ezen paraméterek idedlis alkalmazdsdval a termodinamikailag kedvezobb allapoti
diasztereomer iranyaba tolodik el a komplexképzédés. Tudomanyos eredmények a PSMA-val
torténd alkalmazéasa sordn azt bizonyitjak, hogy a masik két diasztereomer jelenléte nem
befolyasolja negativ iranyba a képalkotast [103;104]. A HBED gallium-komplexe kiemelkedd
termodinamikai stabilitassal rendelkezik (log B1 = 38,5-39,6) [105]. A ®8Ga jeldléseknél
szobahdmérsékleten, magas moldaris aktivitassal rendelkezd, kvantitativ modon jelolt HBED-
konjugalt bioldgiai vektorokat lehet eléallitani (2,7 pmol/dm?, 142 GBg/umol), amelyeknek a
kinetikai stabilitasa is kiemelkedden magas. A leggyakoribb bifunkcios — tehat a hordozéhoz
kotodést elésegité funkcids csoporttal modositott — HBED-szarmazék a HBED-CC, amely
etilén-karbonsav-csoportokat tartalmaz, amelyek para-fenol-hidroxil csoporthoz kapcsolodnak
[106;107].

Az acikusos kelatorok alkalmazédsanak eldnye kiilonosen rovid felezési idovel rendelkez6
radiofémek esetén mutatkozhat meg a legjobban, hiszen a gyors kinetika — a hasonl6 stabilitast
makrociklusokhoz viszonyitva — gyorsabb radioaktiv jelolést eredményez [108;109]. A mar
emlitett szarmazék mellett pl. a Hodedpa (1,2-[[6-karboxipiridin-2-iljmetil-amino]etan magas
termodinamikai stabilitidsi komplexeket képez a %®Ga-mal. A komplex képzéséhez, két
karboxilat, két piridin-N donor-atom veszi korbe a kozponti fémiont, és a szarmazék
termodinamikai stabilitasa magasabb (log B1 = 28,1), mint a DOTA kelatoré (kozel hasonld a
NOTA értékével). A tesztek soran szobahdmérsékleten kvantitativ radiojeldlés volt elérhet6 10
perc alatt. A [Ga(dedpa)]” szerkezete is torzult oktaéderes geometriat mutat, magas Kinetikai
stabilitassal rendelkezik, amelyet apo-transzferinnel torténé kompeticiés-mérések soran
bizonyitottak. Farmakokinetikai tulajdonsaga alapjan a vesén keresztiil iiriil ki a nem célzott

szovetekbdl [110].

A DTPA nyilt linch kelator alkalmazhatosagat is vizsgaltak ®8Ga-mal. Viszonylag

.....

biologiai felhasznalas szempontjabol, ezért napjainkban mar nincs jelentdsége a gallium-alapa

radiokémiaban [111].
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Az L1 - egy biszpidin-alapu aciklusos kelator, amely 6tfogu vagy 6tkara ligandumként a
diazabiciklondn két aminjan, a piridil két nitrogénjén és az acetat csoportjan keresztiil
komplexalja az adott fémiont. A nyiltlancu L kelator komplexképzési tulajdonsagait eldszor a
®4Cu radiofémen tesztelték. Az eredmények kapcsan ismertették, hogy hatékony (90%)
radiojelolést értek el (5 * 10° mol/dm®, 5 perc) szobahémérsékleten [112]. A pozitiv
tapasztalatok utdn, a ®8Ga-mal torténd radiojeldlés sordn is vizsgaltdk a kelator
teljesitOképességét. Azonban az eredmények azt tiikkrozték, hogy csak emelt homérséklet
mellett sikeriilt elérni kozel kvantitativ radiojel1ési hatasfokot (94%, 200 umol/dm?), amelyet

a kelator merev szerkezetével magyaraztak [113].

A 6. abran néhéany nyilt 1ancu kelator szerkezeti képlete 1athato.
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6. abra: Nyilt lancu kelatorok szerkezeti képlete

3.5 Bifunkcios kelatorok épitésének szempontjai

Ahhoz, hogy a megfelelé radiofémet egy biologiailag aktiv molekuldhoz kapcsoljak,
sziikséges, de nem elégséges feltétel a molekula jo komplexképzd tulajdonsaganak megléte.
Eppen ezért a %8Ga-alapt radiogyodgyszer-jeldlt vegyiiletek fejlesztésének egyik alapvetd
fontossagu eleme, hogy optimalis bifunkcios kelatorok (BFC) alljanak rendelkezésre. Ezeknek
a szerkezeti elemeknek a fémek koordinacidja mellett azt is biztositaniuk kell, hogy stabil

kovalens kdotéssel lehessen Oket rogziteni a hordozéhoz. Amennyiben a biologiai vektor tobb
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reaktiv funkciot is tartalmaz, akkor pedig kiilonosen nagy jelentdsége lehet a kiilonbozo
kemoszelektiv funkcids csoportoknak, hogy a sztereospecifikus kapcsolas konnyen
megvalosithato legyen. A bifunkcios kelatorok tehat olyan ligandumok, amelyeket a radiofém-
alapt radiofarmakonok eléallitasa soran a részletezett kettds szereppel birnak, ugyanakkor ezen
feliil tulajdonsagaikkal a farmakokinetikai modositd szerepét is betolthetik. A BFC-ken
altalanos hasznalt funkcios csoportok lehetnek karbonsavak, anhidridek vagy aktivalt észterek
(pl.: N-hidroxi-szukcinimid NHS-észter, TFP-észter), amelyek, amid kotés kialakitasara
alkalmasak. Szintén gyakori amin-szelektiv funkcids csoport az izotiocionat, amely tiourea
kotést eredményezhet. A maleimideket tiol-szelektiv funkcios csoportként alkalmazzak, amely
tioéter kotés kialakitasahoz hasznalhatok. Napjainkban egyre inkabb népszerii kapcsolasi
eljaras a kelatorok konjugalasanal a ,,Click” kémia témakorébe tartozd reakciok — egyarant
hasznélhat6 a réz (I) katalizalt Huisgen 1,3 dipoléris cikloaddicio, de gyakori megoldas a
rézmentes, gylriifesziiltség katalizalt azid-alkin cikloaddicio, illetve az inverz elektronigényii
Diels-Alders reakcioé is [114;115]. A 7. abran egy radiofém-jelzett bioldgiailag aktiv

molekulanak az altalanos felépitése lathato.

Radiofém Keltor Biologiailag aktiv In vivo

anyag target

7. abra: Radiofém-jelzett bioldgiailag aktiv molekula altalanos felépitése

A BFC kivalasztasakor az idealis jeloltnek a kovetkezd kovetelményeknek kell

megfelelnie [116]:

1: Termodinamikai stabilitas és kinetikai inertség — A BFC-nek termodinamikailag
stabilnak és kinetikusan inert komplexeket kell képeznie az alkalmazni kivant radiofémmel,
hogy elkeriilhet6 legyen a ligandumok cseréje vagy a hidrolizis in vivo koriilmények kozott,

ezzel elkeriilve, hogy a nem célzott szovetek feleslegesen dozisterhelést kapjanak.

2: Gyors komplexképzddési kinetika — A BFC radioaktiv jelolésének hatékonynak és
gyorsnak kell lennie mérsékelt hémérsékleten és alacsony koncentracioban, olyan pH-n, amely

a bioldgiai célvektorhoz megfeleld.
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3: Szelektivitas — A BFC-nek lehet6ség szerint szelektiven kell megkdtnie a jeloléshez
hasznalt fémiont. A radioaktiv munkavégzés soran az izotdp rendkiviil kis koncentracioban van
jelen a reakcioelegyben. Ezzel szemben a bomlastermékek, vagy a kromatografids oszloprol
szarmazd szennyezO fémionok mennyisége lényegesen magasabb lehet. A szelektivitassal
elkeriilhetd, hogy a versengé szennyezd fémionok lerontsak a jelolés hatasfokat, ezzel pedig
csokkenteni lehet a kvantitativ jeloléshez sziikséges ligandum-koncentraciot. A szelektivitas

ezért a magas molaris aktivitas elérésének egyik kulcskérdése (lasd: 3.2.1 fejezet).

crer

célvektorokon el6forduld funkcios csoportokon lehetévé teszik azok sokoldalt felhasznalasat,

kombinalasukkal a farmakokinetika optimalizalasat a konjugatum polaritasanak beallitasaval.

5: Hozzaférhetdség — A BFC eléallitasanak lehetdség szerint egyszertinek, gyorsnak és
koltséghatékonynak kell lennie, a kapcsolasi reakcid elvégzése ne igényeljen specifikusan

képzett személyzetet.

A radiofémet és a kelatort tartalmaz6 molekula szerkezete és tulajdonsagai nagy hatassal
vannak a radiogyogyszer altalanos farmakokinetikai viselkedésére. llyen sajatsag az altalaban
tapasztalt erds hidrofilicitas, amelynek kovetkeztében a farmakonok kiltiriilése dontden a vesén
keresztiil torténik meg. Amennyiben a hordozé molekula kis molekulatomegli (pl.: peptid,
nukleotid), akkor a keldtorok megvaltoztatdsa drasztikus hatast gyakorolhat a biologiai
eloszlasra [117;118]. Fontos szempont a megfeleld kelator Kivalasztasa abbol a szempontbdl is,
hogy a mar egyszer komplexalt radiofémnek a bioldgiai rendszerben kotve kell maradnia a
hordozé molekulahoz, tehat a komplex kinetikai stabilitasnak elegendének kell lenni a

transzkelalodasi folyamatok kivédésére.
3.6 Melanoma malignum

A melanoma malignum a bérdaganat egyik formaja a basalioma és a spinalioma mellett.
A melanoma egy olyan rosszindulati daganat, amely a bér pigmenttermeld sejtjeibol
(melanocytak) indul ki, és bar az esetszamokat tekintve a malignus bérelvaltozasok koziil a

legkevésbé elterjedt forma, azonban a legnagyobb mortalitassal rendelkezik [119].

A melanoma kialakuldsdnak — és el6fordulasdnak leggyakoribb helye a bor, bar elvétve
eléfordulhat primer melanoma tumor mas szervekben (szem-, szaj- és orrnyalkahartya, noi
szeméremtest, végbélnyilds, gyomor-bélrendszer és kozponti idegrendszer). Jelenleg évente

vilagszerte kb. 132.000 melanoma tumoros betegség fordul eld, amely szam folyamatos
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novekedést mutatott az elmult évtizedekben. Egy fontos rizik6 faktornak tekinthetd a napégés.
Az emberek napozas kozben — bar a jelenlegi egészségkultusz pozitiv hatasokkal kapcsolja
0ssze — nem szamolnak napjaink egyik legfontosabb kornyezetvédelmi problémajaval, az
ozonréteg elvékonyodasaval. Mivel a foldfelszint egyre tobb UV-sugarzas éri, ezért a korabban
veszélytelennek gondolt napozasnal is fontos a mértékletesség elvét figyelembe venni. Egyes
mérések szerint az 6zonréteg 10%-os csokkenése vilagszerte 4500 ) melanomas esetet

eredményez évente [120].

A melanocytak a bor felso rétegében talalhato borsejtek, melanin pigmentet allitanak elo,
amely a bor szinéért felelés. Haromféle melanin 1étezik: az eumelanin, pheomelanin és a
neuromelanin. Amikor a bort UV-sugarzas éri napozas, napégés vagy szolarium kdvetkeztében,
akkor az olyan bdrkéarosodast okoz, amely a melanocytdk nagyobb melanin termeléséhez vezet.
Ilyenkor csak az eumelanin-pigment termelédik. Ez a folyamat probalja megvédeni a bort, ami
a bor elsotétiiléséhez, lebarnulasahoz vezet. Melanoma malignum akkor jelentkezik, ha a
napégés vagy barnuléas kovetkeztében DNS-karosodas torténik és az UV-sugarzas valtozasokat
(mutacidkat) idéz elé a melanocytdk termelésében, amely szabéalyozatlan sejtndvekedést
eredményez. A természetesen sotétebb borli emberek tobb eumelanin pigmenttel rendelkeznek,
mig a vilagosabb, fehér béri embereknél a pheomelanin van tobbségben jelen. Mig az
eumelanin képes megvédeni a bért a nap karos hatasaitol, addig a pheomelanin nem. Ez az oka
annak, hogy a sotétebb borli embereknél alacsonyabb a melanoma kialakulasanak kockazata,

mint a fehér bértieknél [119;121].

A melanoma korai felismerése oriasi jelentdséggel bir a gyogyulas szempontjabol, mert
a melanoma az egyetlen olyan rosszindulati daganat, amelyet, ha a betegség kezdeti
szakaszaban megfeleléen eltavolitanak, akkor valosziniisithetd a teljes felépiilés, tovabbi
alacsony mortalitas mellett [122]. A tumor a bér hamrétegében jelenik meg el6szor, még nem
érintve a nyirok- és véréreket, ez az tigynevezett in situ stadium vagy 0. stadium. Ennek a
korallapotnak a diagnosztizaldsa utdn, a sebészei beavatkozast kovetéen a melanoma

kiujulasanak kockazata 3-5% [123].

Annak ellenére, hogy folyamatos szlir6programok éallnak rendelkezésre az elsddleges,
primer daganat korai felismerésére és sebészi iton torténd eltavolitasara, mégis egyre inkabb
novekszik a betegség elérehaladott stadiumaban 1évok szdma. A melanoma agresszivitasa abbol
adodik, hogy képes gyorsan ndvekedni a helyi kapillarisok felé, majd tavoli attéteket képezni
tobb szervben (pl.: tiid6, agy, vesék, maj és bél) [124]. Melanoma tumoros megbetegedésnél a
metasztazisok nagymértékben csokkentik a talélés idotartamat (az 6téves talélési arany 5-19%
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kozott van) [125]. Az el6rehaladott allapotban 1évé melanomas betegek kezelési modja
jelentdsen megvaltozott az elmult 10 évben a melanoma molekularis patogenezisének
fokozatos megértésével. Uj modszerek jelentek meg e teriileten is, mint példaul a mar emlitett
(lasd: 3.1.1 fejezet) célzott terapiak, amelyek citosztatikus anyagok segitségével gatoljak a
daganat sejtosztodasat. Uj irany az immunterapiak alkalmazasa, amikor a tumorellenes
immunitast probaljak fokozni. Ezen eljarasok kapcsan 0j vegyiiletek jelentek meg, amelyek

célja a betegség minél hatékonyabb feltérképezése. [126;127].
3.6.1 Melanoma malignum kimutatdsdara alkalmas PET-radiofarmakonok

Rutin klinikai alkalmazasban, a PET képalkoto vizsgalatokhoz a nem specifikus tumor-
markert — a ®F-FDG-t hasznéljak még mindig a leggyakrabban [128]. Ennek ellenére egy
tanulmany mér ravilagitott arra, hogy a 8F-FDG-vel végzett PET vizsgalat nem mindig képes
kimutatni a melanoma malignum meglétét olyan betegekben, akiknél biopszidval pozitiv
érszem-nyirokcsomot azonositottak [129]. Tovabba, a ®F-FDG-vel alacsony valdszintiséggel
sikertilt kimutatni tiido- és agyi attéteket az elérehaladott melanoma tumoros betegek esetében
[130]. Jelenleg, a gadoliniummal végzett MRI a legérzékenyebb és reprodukalhatod
eredményeket felmutatd modszer az agyi metasztazisok kimutatasara, valamint egy adott
kezelés nyomon kdvetésére daganatos betegséggel kiizdé emberek korében, igy a melanomaban

szenvedé pacienseknél is [131].
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8. abra: Melanom malignum kimuatatasara alkalmas PET-radiofarmakonok

Az utobbi idében [132], — kdszonhetden a megndvekedett esetszam kovetkeztében
kialakult érdeklddésnek —, szamos radioaktivan jelzett hordozémolekulat teszteltek melanoma

malignum képalkotd vizsgalatanak céljabol (8. abra), hogy a korabbinal hatékonyabb és
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specifikusabb modszer alljon rendelkezésre a korai diagnozishoz. Tobbféle csoportositas
alapjan lehet bemutatni a melanoma kimutatasara javasolt radiofarmakonok listajat, jelen
esetben a kismolekula- és peptid-alapi PET képalkotdé vegyiiletek felosztasat tartom a

legcélravezetdbbnek.

3.6.1.1 Melanint célzo PET képalkotds kismolekuldkkal

A melanin, amorf, szabalytalan, funkcionalis biopolimer. Egy monomer alegység kémiai
Oszegképlete C18H10N204, molekulatomege 318 g/mol. A melanin monomer alegységét harom
hattagu és két ottagh gytirti épiti fel. Az 6ttagt gytirtikon talalhato a két N-atom, a hattagu gytrti
mindkét végén C=0O csoportok lathatoéak, 2-2 db oldalanként (9. abra). Természetes
festékanyagként tobb szervben megtalalhato, ilyen példaul az emberi bor is [133]. Melanoma
malignum esetén a melanin képzddése erésen megndvekszik a tirondz aktivitas szignifikans
emelkedésével egyetemben [134;135]. Kémiai szerkezete miatt a policiklusos aromas
szénhidrogének ¢és a szerves aminok képesek kotddni a melaninhoz, ezért a megndvekedett
festékanyag-koncentracido — a felsorolt vegyiilettipusok radioaktivan jelzett analdgjainak
bebizonyitottak, hogy in vitro és in vivo kotédnek a melaninhoz, ilyenek a metilénkék (MTB),
klorokin, akridin narancs, benzamidok (BZA) és ezek analogjai [137;138], ezért ezek a

szarmazékok mind potencidlis jeldltek lehetnek.

9. abra: A melanin monomer alegysége

Radiojeldlt benzamidok és benzamid-szarmazékok

Az utdbbi évek fejlesztései soran kiilonféle radiojelolt benzamidokat és ezek
szarmazékait készitették el, hogy a klinikai gyakorlatban kiprobalhassak a melanin-specifikus
képalkotasa céljabol [139;140;141;142]. Egy III. fazisu klinikai vizsgalat eredményeit
bemutaté tanulméany beszamolt arrdl, hogy a %I-BZA, (amely egy benzamidszarmazék)
[140;143], a melanoma malignum tumort hordozé beteg esetében a melanin pigmentekhez

kotddott, valamint magasabb specificitissal rendelkezett az attétek kimutatasaban, mint a *8F-
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FDG [144]. Katsifis és munkatarsai az el6z6 vegyiilet benzamid részét nikotinamid csoportra
cserélték, 1231-dal jeldlték meg, az igy kapott 21-MELO08-t biodisztribucios vizsgalatoknak
vetették ald. Az injektalast kovetd 1 ora alatt a radiojelolt vegyiilet 66%-a kiliriilt a vérarambol
megnovekedett hidrofilicitasanak koOszonhetéen. A vegyiilet a 60. perc koriil mutatta a
legmagasabb tumor felvételi értéket is [145]. Kiilonboz6 tanulmanyokban aromas és
heteroaromas BZA analdgokat vizsgaltak B16 melanint termeld tumoros egereken, és

megallapitottdk, hogy a 2%l vagy %I-dal jelslt ICF1012 vegyiilet alkalmazhaté a melanoma

crer

Ezekkel parhuzamosan elindultak PET-izotopos jelzésen alapuldé benzamid-bazisu
fejlesztések is. 11C-gyel jelolt benzamid szarmazékokat allitottak el az elmult években. A 4-
11C-MBZA, azonban hidba mutatott specifikus kotddést B16-F10 sejtekhez in vitro
kortilmények kozott, a preklinikai alkalmazds soran magas radiofarmakon halmozéas volt
megfigyelgetd a vesékben [148]. Ennek kovetkeztében a 1*C-gyel jeldlt vegyiiletek hattérbe
keriiltek, s megindult a ®F-os szarmazékok fejlesztése. EQy ilyen benzamid alapu fejlesztés, a
1BE.FBZA, amely a tesztek alkalmaval magas tumor felvételt mutatott, igy igéretes jeldltként
jelent meg a klinikai kutatasban [149]. Wu és munkatarsai a vegyiiletet rovid szénlancu PEG-
el modositottak, majd *8F-ral jeldlték, az igy kapott 18 F-FPBZA kivalé T/M (tumor/izom) aranyt
mutatott, tovabba a radiofarmakon képes volt a daganat és a gyulladasos szovetek
megkiilonboztetésére is [150]. Ezenfeliil még szamos 8F-ral jelolt benzamid tipusu vegyiiletet
allitottak el és vizsgaltak képalkotasi tulajdonsagaikat melanin pozitiv melanoma malignum
esetében. Egy igéretes gyogyszerjelolt és értékes példa a ,kevert ligandumokon™” alapulod
radiojellés gyakorlati alkalmazhatosagara: a '®F-NOTA-BZA, amely kivalo farmakokinetikai
tulajdonsagokkal rendelkezik, alacsony csontfelvételt és magas tumor akkumulaciot mutatott
[151].

3.6.1.2 A melanoma malignum peptid-alapu PET képalkotdsa

A peptidek, hatékony és szelektiv ligandumok lehetnek a melanoma PET képalkotasa
céljabol is, hiszen ugy lehet megtervezni 6ket, hogy nagy affinitassal és specificitassal
kotodjenek a daganat sejtfelszinén fokozottan kifejez6dott receptorokhoz [152]. A jelenlegi
trendek két f6 molekularis célpontra fokuszalnak ezen a teriileten: a melanokortin 1-es altipusra
(MC1R), amelynek liganduma az a-melanocitakat stimulalé hormon (a-MSH), és a tumor
angiogenezissel kapcsolatos integrinekre. Torténtek probalkozasok a két ligandum egyiittes
hasznalatara is, az MC1R-t és az integrint célzo heterodimer peptidekkel.
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o-melanocita stimuldlé hormon-alapa vegyviiletek (a-MSH)

T6bb kutatas bizonyitotta, hogy az MC1R-t a melanint-nem termel6 és melanint-termel6

human melanoma sejtek talzott mértékben fejezik Ki, ezért ligandumait széles korben

crer

Az eredeti a-MSH, egy 13 aminosavbol allo linearis peptid (Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-
His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NHy), in vivo biologiai felezési ideje kevesebb, mint 3 perc
[155], ezért ez a tulajdonsaga tulajdonképpen ellehetetlenitette képalkotd vegyiiletként torténd
elterjedését. Az elmult b6 20 év fejlesztéseinek kdszonhetden, szdmos modositott analdogot és
szintézis stratégiat dolgoztak ki annak érdekében, hogy noveljék a vegyiilet biologiai felezési

idejét, ezzel javitva az alkalmazasaval torténé képalkotast.

Az angiogenezist kimutatd peptid-alapt vegyiiletek

A melanoma kimutatasa angiogenezist kimutatd peptidekkel a sz6 eredeti értelmében
véve nem specifikus, ugyanakkor mégis hatékony lehet, mivel ez a tumortipus gyors
attétképzesre hajlamos, gyors metasztatizalo tulajdonsaga kapcsan kutatasok tamasztjak ala az
uj erek képzésére valod fokozddott hajlamot, ezért azok a vegyiiletek, amelyek alkalmasak az
angiogenezis  kimutatdsdra, hasznos vegyiiletekként szolgilhatnak a melanoma
diagnosztizalasara is. Ennek kovetkeztében gyakran alkalmazzak a vegyiiletcsaladot mindkét
folyamat feltérképezésére. Ezt a megallapitast bizonyitja az a tény, hogy szamos peptid-alapu
radiofarmakont sikeresen alkalmaztak preklinikai kornyezetben az integrin receptor
(angiogenezis kimutatasara hasznalt radiofarmakonok: lasd: 3.7 fejezetben) expresszidjanak

képalkotasara kiillonféle daganatokban, beleértve a melanomat is [156].
3.7 Angiogenezis

Az angiogenezisnek nevezett folyamat soran 0 érrendszer fejlédik a mar meglévobol
olyan szdvet iranyba, amely korabban nem volt erezett [157]. A sziiletés utan mar csak kevés
fiziologiai helyzetben indul be a folyamat, hiszen rendkiviil szabalyozottan miikodik, angiogén
aktivatorok (proangiogén faktorok) €s inhibitorok (angiogenezist gatld tényezdk) biztositjak az
egyensulyt. Az egészséges érképzOodés folyamata figyelhetd meg olyan hormonalis
szabalyozasu ndvekedés esetén, mint pl. prosztata, vagy az emld mirigy szoveteinek fejlodése,
de sebgyogyulaskor, n6k nemi ciklusa soran, vagy akar a méhlepény kifejlddésekor kismamak
esetében, szintén iddszakos érképzddést figyelhetiink meg. Azonban kdszonhetden az erds

szabalyozottsagnak, ezek az érfejlodési szakaszok meghatarozott idén beliil leallnak [158].
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Altalanossagban azt mondhatjuk, hogy egy egészséges felnStt emberben az endotél sejtek
szama korlatozott és meghatarozott, nagyjabol egy adott idépontban 10000 endotél sejtbdl csak
egy van osztodasi szakaszban [159]. El6fordul azonban az az eset, amikor az angiogén
aktivatorok ¢és inhibitorok egyensulya felborul, emiatt az érképzddést tamogatd folyamatok
feler6sodnek, hatékony szabalyozas nélkiill mikodnek tovabb. Ez a fokozott érképzddés
figyelheté meg daganatos megbetegedések [160], pangasos szivelégtelenség [161] és periférias
artérias korképek estében egyarant [162].

Az angiogenezis kutatasaban uttér6 munkat végzett Judah Folkman, aki megalapozta azt
a hipotézist, hogy a daganatok novekedése angiogenezis-fliggd [163]. Azdta a kutatasi
eredmények alatdmasztottak a felismerését. A szolid tumorok nagy tobbsége a par mm-es
atmérdt meghaladva novekedésiikben lelassul, és csak Uj véredények képzése utan gyorsul fel
ismét. Az Gjonnan képz6dott ereken keresztiil kaphatnak oxigén és tapanyag utanpotlast. Elérve
azt a stadiumot, amikor a tumor mar angiogenezist general a kornyezd érrendszerben (Uin.:
»angiogenetic switch”), utdna képessé valik az invaziv ndvekedésre is, €s késébb a metasztazis
képzésére [164]. Az Gjonnan képz6dott erek nem allnak direkt kapcsolatban a malignus
sejtekkel, tehat feltételezhetd, hogy az érképzddés beindulasaért a 1€zi6 altal termelt faktorok a
felelosek. Az angiogenezis szabalyozasanak lehet6sége tumorterapiahoz vezethet, amely
napjainkban is intenziven kutatott szakteriilet. Mig 1970-ben minddssze két angiogenezissel
foglalkozo kéziratot publikaltak, 2009-ben pedig tobb mint 5200 cikket tettek kozzé e
témakorben [165].

Az angiogenezis gatldsan alapuld un. irdnyitott tumorterapia lehetdségét még az 1900-
ban Paul Erlich altal kozolt ,,magic bullet” elmélet szolgaltatja. Ennek 1ényege, hogy a sejteken
sejtfelszini struktirdk, un. receptorok taldlhatok, amelyek jellemzdéek az adott sejt tipusara.
Mivel ezaltal minden fajtaju sejt egyedi ,,ujjlenyomattal” rendelkezik, ezért az eltérd sejttipusok
megkiilonboztethetdk az egyedi ligandum specificitasuknak koszonhetden [166]. Vagyis, adott
receptorok csak bizonyos fajta sejteken fejezOdnek ki, ez pedig az adott sejttipus szelektiv
célzéasat teszi lehetdvé. Idedlis esetben az ilyen, rendkiviil receptorspecifikus ligandumok
optimalis gyogyszermolekuldk lennének, hiszen, ha megfeleléen sikeriil kivalasztani a
molekularis célpontot, az egészséges szovetek nem karosodnanak. Szdmos igéretes kutatas
folyik az angiogenezis gatlasanak modozatait vizsgalva, a kérdéskor a nuklearis medicina
érdeklodésére IS szamot tarthat. A nyomjelzéses modszerrel nem invaziv modon lehet
monitorozni az érképzodés fokozott voltat, illetve feltérképezni a gyors metasztazisokat ado

tumoros betegségeket [124].

37



A vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF) egy 232 aminosavbol allo jelatviteli
fehérje. ElsO ismert hatasa a kapillaris érfalra gyakorolt megnovekedett permedbilitas volt. A
fehérjét 1997-ben izolaltdk, ezutan fedezték fel, hogy mitogén hatast gyakorol az
angiogenezisre. A fehérje elnevezése is ennek a mechanizmusnak a nyoman tortént [167]. A
VEGF kiemelked6 élettani fontossagat, illetve az altala kozvetitett jelatviteli folyamatok
nélkiilozhetetlenségét bizonyitotta az a vizsgalat, miszerint a VEGF receptorainak esetleges
hianya halalt okozott mar az embrionalis fejlddés 8-9. napjan genetikailag modositott egerek
esetében [168]. A VEGF-n alapuld jelatvitel nemcsak szabalyozza a mar meglévé erek
halozatanak fennmaradasat, valamint az 0j erek képzddését, hanem emellett még kozvetett
moédon hatéssal vannak pl. az endotél sejtek talélésére, osztodasukra. Tovabba befolyassal
rendelkeznek a tumorok mikrokornyezetének kialakulasara is, vagyis szerepiik kiemelkedd a
daganatos megbetegedések fennmaradasaban, illetve az attét-képzés sikerességében [169].
Ezen tilmenden is taldlunk adatokat a VEGF-rendszer fontossdgaval kapcsolatban. Az utdbbi
évtizedben tobb bizonyiték is 6sszegyllt a VEGF szerepérol az idegszovet fejlodésében, illetve
— igy a vér-agy gat permeabilitasat [170], segiti a neurogenezist és a neuronproliferaciot a
feln6tt  hippokampuszban [171], illetve a hippokampusz-fiiggd tanulasi- ¢és
memoriafolyamatokban esszencialis a szinaptikus plaszticitas fenntartasaban [172]. Preklinikai
mérésekben szorongasoldo és hangulatjavito hatést is leirtak, ennek kapcsan pedig a VEGF és

a depresszi6 kialakulasanak lehetséges kapcsolatat feltételezik [173].

A VEGF-csaladnak t6bb receptora ismert, a VEGF-A példaul a VEGFR-1/2 receptorokon
keresztiil fejti ki hatasat, amelyek a II-es tipust transzmembran tirozin kindz receptorok kozé
tartoznak, és foként az endotél sejteken expresszalodnak [174]. Napjainkig az FDA mar tobb,
mint 10 olyan hatéanyagot engedélyezett kiillonb6z6 tumorok kezelésére, amelyek a VEGFR-t
célozzak [175]. Ezért — kiilonosen a VEGFR-1/2 receptort célzé molekulak nagy jelent6ségre
tehetnek szert a receptor-pozitiv paciensek kivalasztasaban, illetve a terapias kezelés

hatékonysaganak kovetésében.

A sejtek kommunikalnak a kornyezetiikkel, ennek a folyamatnak fontos elemei az un.
adhézios receptorok. Ezek a fehérjék teremtik meg a kapcsolatot az extracellularis matrix
(ECM) és a citoszkeleton kozott. Az adhézios receptornak szamos fajtaja ismert, ugyanakkor
tobb szempontbol is a legfontosabb ilyen receptor-csalad az integrinek. Az integrinek két,
kovalens kotéssel nem rogzitett a- és B-alegységbdl épiilnek fel, amelynek jelenleg 24 fajtajat

ismeri a szakirodalom [176]. A tumorok novekedése és a sejtek migracidja szempontjabol e
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sokféle receptorbol azoknak jut hangsulyos szerep, amelyek szelektiven képesek felismerni és
kotni az Arg-Gly-Asp tripeptidet tartalmazo szekvenciakat [177]. Az eddig kisérletek alapjan

ezek az avfs, illetve az aspy tipust receptorok.

Szintén a neoangiogenezis nagy jelentéségli molekularis célpontja a kutatasi eredmények
alapjan az Aminopeptidaiz N enzim (APN vagy CD13 receptor). Az APN egy cink-fiiggd
metalloprotedz, amely az M1 csaladba tartozik, 967 aminosavbol all, felépitése szerint dimer,
7 doménbdl all. Harom {6 funkcidja van, enzim, receptor és szignalizacios molekula [178].
komponensek enzim katalizalt lebontasa révén [179]. Ezenkiviil, a CD13 fokozott expresszioja
kimutathaté szamos human szolid tumorban, ideértve a melanoma malignumot [180],
prosztata-, tiid6- és petefészekrakot [181]. Bar az APN a szervezetben széles korben elterjedt,
kiilondsen fontos szerepet tolt be tumorsejtek attétképzésében, illetve, hogy a malignus sejtek
elkeriilhessék a programozott sejthalalt [182]. In vivo rendszereken torténd ,,fag konyvtarak”
alkalmazasaval sikeriilt egy olyan 0j szekvenciat azonositani, amely a késobbiekben az APN
ligandumanak bizonyult, ez pedig az NGR tartalmt peptidek csaladjanak fejlesztését hozta
magaval [183]. Rovidesen az irodalomban megjelent kdzlemények ramutattak arra, hogy a
radioligandum-fejlesztés teriiletén nem csak az RGD-integrinek, hanem a CD13 receptor is jo
célpontja lehet a specifikus kdlcsonhatasokon alapul6 tumor-diagnosztikanak, illetve a hozza
kapcsolodo tumorterapianak. Bebizonyitottak azt is, hogy haromszor nagyobb hatékonysaggal

mutathatok ki a neoangiogén erek NGR peptid-szekvenciaval, mint az RGD-vel [184].

3.7.1 Az angiogenezis kimutatisira alkalmas egyéb molekuldris célponttal

rendelkezd radiofarmakonok

A BF-FDG PET/CT szerepe a tumor angiogenezis eldrejelzésében, illetve az anti-
angiogenetikus  kezelés hatékonysaganak josldsaban  megkérddjelezhetetlen. Tobb
tanulmanyban is leirtdk, hogy korrelacio van a ®F-FDG felvétel és a tumor angiogenetikus
aktivitasa kozott, valamint bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy kapcsolat van a hypoxia

indukalt faktor (HIF) és a megnovekedett gliikoz-metabolizmus kozott [185].

Szamos klinikai és kisérletes megfigyelés bizonyitja, hogy a nem megfeleld oxigénellatas
(szoveti hipoxia) kovetkeztében a daganatok agresszivebbé valnak, és megnovekszik az
attétképzo képességiik — ahogy ezt par sorral korabban mar megallapitottuk. A hipoxia, a HIF-
1 tulzott kifejez8désén tul, kapcsolatba hozhat6 a kaotikus és primitiv tumor mikroerezettség

kialakulasaval is, amely nem miikodik teljes értékt érhalozatként [186]. A csokkent szdveti
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oxigénszint mérésére szintén fejlesztettek ki radiofarmakonokat. A [*®F]-fluoromizonidazol
(*8F-FMISO) egy, a PET/CT vizsgalatokban mar évtizedek 6ta hasznalt radiogyogyszer, amely
alkalmas a hipoxia kimutatasara. Alacsony szoveti oxigénszint esetében a nitroimidazol
alegység redukalodik, és képes kovalens kotéssel a sejten beliili makromolekulakhoz kotddni,

ezaltal a hipoxias sejtekben feldtsulni [187].

Tovabbi igéretes kisérletek torténtek a neoangiogenetikus folyamatokban részt vevo
matrix metalloprotedzok (MMP) célzasaval. Ot kiilénbdzd osztalya ismert az MMP-nek, ezek
koziil kiilonosen az MMP-2 és MMP-9 expresszalodik tul tumoros szovetekben. Ez a talzott

kifejez6dés korrelal a tumorok agresszivitasaval, és metasztazis-képz6 hajlamaval [188].

Egy tovabbi lehetséges molekuldris célpont a radionuklidokon alapuld specifikus
diagnosztika szamara a fibronektin. Ez a matrixfehérje két, diszulfidhidakkal 6sszekapcsolt
polipeptidlancbdl allo6 dimer, amely tobbek kozott részt vesz a sejtmigracios folyamatokban
azzal, hogy gyakran rostokka polimerizalodik. Ezek az alegységek halozatta allnak Ossze, €s
biztositjdk az utvonalat a vandorldsnak induld sejtek szdmara. Kotéhelyeket hordoz tobbek
kozott az integrinek szamara is, a mar korabban emlitett RGD tripeptid szekvencia segitségével.
Ezek alapjan fejlesztették ki pl. egy **™Tc-jeldlt antitest fragmentumot, amely specifikusan
kotddik a fibronektin egyik izoformajahoz, és a radioligandum preklinikai vizsgalatokban

bizonyitotta hasznalhatosagat [189].

Szintén tobb tanulmany jelent meg olyan radioligandumokro6l, amelyek az el6zo
fejezetben felsorolt molekularis célpontokhoz kotddnek specifikus kolcsonhatasok alapjan.
Ezek a vegyiiletek egy része a VEGF-medidlt angiogenetikus ttvonalat célozzak, példaul a
daganat kornyékeén fejlodo erekben nagy mennyiségben talalhatd, a VEGF megkotését lehetdve
tevé kotohelyeket, az endotélium-specifikus tirozin kinaz receptorokat [190]. A korabbi
kutatdsok fSleg monoklonalis antitesteket tartalmaztak, amelyeket ®*Cu és 89Zr izotoppal
jeloltek [191], azonban a legjabb probalkozasok mar inkabb kisebb peptidekkel folynak,

amelyeket ®*Cu vagy %®Ga-mal nyomjeleznek [192].

Béar mint lathat6, szdmos eszkdz és molekularis célpont allhat rendelkezésre az
angiogenezis PET alapti képalkotasara, a gyakorlatban mégis inkdbb a rovid peptideket
tartalmazo, foleg integrin receptort célz6 radiogyogyszer-molekuldk terjedtek el. Az RGD
peptidek nagy elénye, hogy nagy affinitassal és specificitassal képesek kotddni az integrin avs-
hoz. Az els6 ilyen tipusu radiofarmakont mar 1999-ben lek6zolték, igaz, ez még SPECT

ligandum volt és '#I-dal jeldlték. Harom kiilonbdzd tumormodellen tesztelték preklinikai
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szinten (melanoma, eml6 karcinoma, és oszteoszarkoma). Azdta szamos fejlesztést valositottak
meg ezen a vegyliletcsoporton, az elsé PET ligandum, amely human felhasznélasra is keriilt, a
1BE_galakto-RGD volt. A vegyiiletcsoport sikerességét bizonyitja, hogy azéta szamtalan 0;
analogot fejlesztettek ki, mint pl. F-fluciclatide, ®F-RGD-KS5, ®F-FPPRGD,, ®F-alfatide,
8Ga-NOTA-RGD vagy %8Ga-NOTA-PRGD:.

Bar ebben az 6sszevetésben az APN-szelektiv radiojelolt NGR peptidek szdma nem éri
el az RGD-s valtozatok mennyiségét, az uj molekularis célpontok felfedezése napjaink egyik
intenziven kutatott teriilete a nuklearis medicinanak. Az NGR-alapu célba juttaté szekvencia
felhasznalasaval olyan, nagy jelentdségii, és CD13 receptor-pozitiv tumorok korai diagnézisa
valhat konnyebbé, mint a melanoma, prosztata-, tiido vagy petefészek rakos megbetegedések,
illetve segitheti a célzott gyodgyszerek alkalmazasat [193]. Ugyanakkor ennek a biologiai
vektornak a stabilitdsa nem éri el az idedlis szintet, hiszen azt mar kordbban bebizonyitottak,
hogy az Asn szukcinimid-képz6désen keresztiil viszonylag konnyen deamidalodik — kiilondsen
akkor, ha a szekvenciaban Gly kovetkezik [194]. Ezért, fontos lenne olyan révid peptideket
tesztelni radioligandumként, amelyek az APN-t célozzék, de kémiai stabilitdsuk feliilmulja az

NGR csaladot.

A 4. tablazatban foglaltam Ossze azokat a legjelentésebbnek tlind fejlesztéseket,
amelyeket a nukledris medicina teriiletén a tumorok okozta hipoxia/neoangiogenetikus

folyamatok kimutatasa céljabol teszteltek.
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4. tablazat: Az angiogenezis kKimutatasara alkalmas radiofarmakonok listaja

Radiofarmakon = Képalkotas Biologiai Célfolyamat
modja analog
BE-FDG PET Gliikoz Gliik6z metabolizmus, GLUT-1
expresszio [195;196;197]
123] vagy 1%°1- SPECT VEGF VEGF-utvonal, VEGFR-hez
VEGF165/121 izoformak kotoédik [198;199;200]
®¥mTc-VEGF121 SPECT VEGF VEGF-utvonal, VEGFR-2-hoz
izoformak kotédik [201;202]
84Cu-VEGF121 PET VEGF VEGF-utvonal, VEGFR2-h6z
izoformak kotodik [203;204]
n SPECT VEGF VEGEF utvonal, VEGF-A elleni
Bevacizumab antitest [205]
87r PET VEGF VEGF utvonal, VEGF-A elleni
Bevacizumab antitest [205;206]
18F-Galakto- PET Integrin ovB3 | Az integrin RGD szekvencigjahoz
RGD peptidek kotodik [207;208;209]
8Ga-NOTA- PET Integrin avPs | Az integrin RGD szekvenciajahoz
PRGD:? kotoédik [210]
%4Cu-DOTA- PET Integrin ovBs | Az integrin RGD szekvencigjahoz
RGDyK kotédik [211]
9MTc-scFvL19 SPECT Fibronektin Fibronektin utvonal, antitest az ED-
B domén ellen [212]
1231 scFvL19 SPECT Fibronektin Fibronektin utvonal, antitest az ED-
B domén ellen [213]
1BE-SAV 03M PET Matrix Gelatinaz utvonal, az MMP-2
metallo- inhibitorai [214]
proteinazok
8Ga-NOTA-C6 PET Matrix Gelatinaz utvonal, az MMP-2
metallo- inhibitorai [215]
proteinazok
1BE-MISO PET Nitroimidazol Hipoxia [216;217;]



3.8  Multimerizacios technika alkalmazasa PET képalkotas

soran

A PET-el és SPECT-el végzett funkcionalis képalkoto vizsgalatok kimagasld szerepet
jatszanak a neuorologiai, kardioldgiai és foként az onkologiai betegségek kimutatdsaban és
jellemzésében. Ennek eredményeként egyrészt nétt a PET radiotracerek szama — ahogyan az
eléz6ekben mar sz6 volt rola —, masrészt pedig olyan kutatasok indultak el, amelyek célul tiizték
ki specifikus és az adott receptor iranyaba nagyobb affinitasra mutato vegyiiletek fejlesztését.
Kiilonboz6 vegyliletcsaladokat alkalmaznak képalkoté 4agensként az ilyen jellegii
vizsgalatoknal, mint példaul kismolekuldkat, peptideket, peptid-szarmazékokat, RNS-eket ¢s
antitesteket. A rosszindulatt daganatos betegségek kimutatdsdéhoz tobbnyire a magas
specificitassal rendelkez6 radioaktivan jelolt peptideket alkalmazzak az antitestek mellett. Ezek
a peptidek nagy affinitassal és specificitassal képesek kotddni a sejtfelszinen fokozottan
kifejezodott receptorokhoz, ezaltal lehetové teszik a pontos megkiilonboztetést a jéindulata és
rosszindulati széveti elvaltozasok kozott. A peptidek alacsony toxicitassal, valamint
immunogenitdssal rendelkeznek, emellett konnyen eldallithatoak és kiilonbozd kémiai
modositasokkal egyedi tulajdonsagokkal rendelkezd termékek 4allithatoak eld. Réaadasul
elonyds farmakokinetikai tulajdonsdgokkal rendelkeznek az er8sen célspecifikus antitestekkel
szemben (gyors szoveti penetracio ¢és felhalmazddas, a nem célzott szovetekbdl vald gyors
kitirtilés) [218;219]. Eddig szdmos peptidet alkalmaztak radiofarmakonként diagnosztikus és
terapias celbdl egyarant, beleértve a tobbértekii, multimer peptideket, amelyek a célzo peptid
egynél tobb részegyseégébdl allnak. Ez a koncepcid szamos pozitiv tulajdonsagot hordoz
magaban. Eldszor is, a peptid multimerek metabolikus stabilitdsa megnd a monomerekhez
képest — az endogén peptidazok altali lebomlas gatldsa révén —, amely a mesterséges szerkezeti
elemeknek és a sztérikus akadalynak koszonhetd [220]. Masodszor, magasabb cél aviditast
ériink el (tobb kotés egylittes erdssége, tehat a kotések affinitdsanak Osszege), amely kivalo
célmegkdtést, magasabb tumor felvételeket, ezaltal magasabb tumor/hattér aranyt é&s

meghosszabbitott tumor retenciot eredményez [221;222].

A peptid multimerek fokozott dasulasa kiilonb6z6 tényez6kbol ered. Az egyik lehet6ség
az, hogy a multimer egyidejiileg egynél tobb részegységgel kotddik a célsejthez, amely
szorosabb célmegkdtést eredményez. Ez az tigynevezett ,kényszeritett kozelités” hatas (10.

abra), amely soran a multimerek még receptorhoz nem kotott részei a sejtfelszin kozelében
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maradnak, ezaltal megndvelve annak a lehetdségét, hogy a még nem kotott alegységek

kolcsonhatasba lépjenek a tumorsejt feliilletén megtalalhaté szabad receptorral [223].
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10. abra: A ,,kényszeritett kozelités” hatasanak sematikus abrazolasa [224]

A peptidek multimerizacidjdnak technikajat — a fentiekben felsorolt el6nyos
tulajdonsagok miatt — szamos esetben alkalmaztak, példaul RGD-alapi peptidek esetében
[225;226]; bombezin-analogoknal, mely a gasztrin felszabadito peptid-receptorhoz kapcsolodik
[227], szomatosztatin szarmazékok esetében, melyek a szomatosztatin receptorokat célozzak
[228], vagy az a-melanocita stimulalé hormon analdgjainal (a-MSH), amelyek a melanokortin

receptorokhoz kotédnek [229].

A kotések megnovekedett aviditdsdnak masik lehetdsége a heterobivalens kapcsolodas
(11. B. ébra). A heterodimer vagy heteromultimer szarmazékoknal kiilonb6z6 peptid-
szarmazékok épitik fel a molekulat, amelyek mas-mas receptort céloznak meg egyidejiileg. fgy
ugyanolyan kivalo tulajdonsagokkal rendelkeznek a képalkotas szempontjabdl, mint a
homodimer vagy homomultimer tarsaik. Olyan vegyiiletek is ismertek, amelyek nem feltétlentil
két eltéré receptort céloznak egyiittesen, hanem egyazon receptortipust, de két kiilonbozo

peptid-részegységgel. Ezt a vegyiiletosztalyt bitopikus ligandumoknak nevezziik (11. A abra).

Habar a bitopikus ligandumok jobb megkotddést mutatnak a monomerekhez képest,
valamint a homodimerek legtobb eldnyével is rendelkeznek, mégsem tudjak teljes mértékben

kihasznalni a heterodimer-megkozelités elényeit [230]. Mivel csak egy receptort tudnak
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megcélozni, amely viszont nem feltétleniil eredményez jobb képalkotast, foként abban az

esetben, amikor a receptor stirlisége 1ézionként valtozik.

Ennek kovetkeztében a radioaktivan jeldlt heterodimer (vagy heteromultimer) peptid-
szarmazékok tiinnek a legigéretesebb vegyiiletcsaladnak a rosszindulatu betegségek rendkiviil

érzékeny és specifikus képalkotasa és terapidja céljabol.
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11. abra A bitopikus (A) és heterobivalens (B) kotés sematikus abrazolasa. [224]

Bitopikus kotés esetén ugyanazon a receptoron két kiilonb6z6 kotési helyen (legalabb egy
alloszterikus) csatlakozik a radioligand, mig heterobivalens kotés esetén két kiilonbozo receptor

két ortoszterikus kotési helyen kotodik.

A linker kémiai strukturajanak kozvetlen befolyasa van a receptor-kotédési
tulajdonsagokra. A linkernek elegendd hosszusagtinak kell lennie ahhoz, hogy az alegységek
szimultan be tudjanak kotddni a kérdéses receptorokhoz. Ezzel tudjdk a leghatékonyabban

kifejteni a multimerizacios koncepcioban rejlé szinergikus hatasukat. Masrészrél, a nagyon

crer

........

felszinén [224].

A linker hosszéan til azok merevsége is befolyasolhatja a receptorhoz vald kotddést. A

sztérikus gatlas az egységeket bizonyos pozicidokba iranyithatja egymashoz képest, a
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konstrukci6 geometridjat rogziti. Ennek lehetnek pozitiv vagy negativ hatasai a receptor
kotddéshez. Masrészrdl, a flexibilis linker hasznilata megkonnyitheti az elsé alegység
bekotodését, de egyben megnoveli az entropidt, aminek a hatasait az elézéekben taglaltuk.
Osszességében elmondhatjuk, hogy a linkerek hatdsat a multimerek kotédésére bar a
kozelmultban tobb tanulmanyban vizsgaltak, altaldnos érvényes eredményre azonban nem
jutottak; az adott tumormodell esetében empirikusan lehet csak optimalizalni az adott vegytilet

esetében a linker kémiai tulajdonsagait [224].
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4. Célkitizés

Az orvosi képalkotdé modszerek, koziilik is a PET, kulcsszerepet tolthet be a rutin
onkologiai betegellatasban. Az utobbi években a melanoma malignum el6éfordulasanak
gyakorisdga dinamikusan nd, ezért célul tliztiik ki olyan PET-radiofarmakonok fejlesztését,
amelyek novelik a PET szerepét ennck a daganattipusnak a diagnosztikajaban. Bar ez a
betegség idében felfedezve a teljes gyogyulas reményében gyogyithatd, a gyorsan kialakulo
tavoli attétek miatt késébb a tulélés idétartama lecsokken. Napjainkban mar rutinszeriien
alkalmaznak PET radiofarmakont melanoma malignum kimutatasara, azonban ez nem
specifikus az adott daganattipusra. Kutatomunkank f6 célkitiizése olyan specifikus
kolcsonhatasok alapjan dusuld radioligandumok fejlesztése, amelyek a melanoma
diagnosztikajat tehetik hatékonyabba, illetve magukban hordozzak a teranosztikus analdgok

kidolgozéasanak lehetdségét:

- A melanoma malignum daganatokban taldlhaté melanin kimutatdsdra alkalmas
kismolekuldk eldallitisa, radiojeldlése PET izotoppal (*®Ga-mal) és fizikai-kémiai-
bioldgiai karakterizaldsa.

- A metasztazis képzésben kulcsszerepet betoltd élettani folyamat, az angiogenezis

megjelenitése, a fokozottan kifejez6dd receptorokon keresztiil.
A kitlizott célokat két nagyobb projekt soran végeztiik:

Projekt 1: A melanin pigmenthez specifikusan kot6dé benzamid-analdégot, a
prokainamidot konjugaltuk makrociklusos és nyiltlanct kelatorokkal, majd az eldallitott
vegyiileteket radiojeldltiik ®®Ga-mal, ezt kdvetden pedig in vitro, in vivo és ex vivo biologiai
koriilmények kozott teszteltiik PET képalkotas segitségével. A méréseink soran egészséges,
kontroll egereket; melanint termelé B16-F10 sejtvonalakat, majd ebbdl létrehozott tumoros
egereket; valamint melanint nem termeld Melur és A375 sejtvonalakat, tovabba szintén ezen

sejtek felhasznalasaval 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 €s tesztelése.

b) A VEGFR-1 receptor kimutatisara képes 8Ga-NODAGA-APRPG-COOH és %Ga-
NODAGA-APRPG-NH: eléallitasuk és vizsgalataik.
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c) Egy olyan heterodimer szarmazék elallitasa, amely egyik alegysége az Aminopeptidaz
N-t, mig masik része a VEGFR-1-es receptorat célozza, ezzel elésegitve a PET

képalkotas mindségének javulasat. Ez a radioligandum a ®3Ga-NOTA-NGR-APRPG.

A masodik projekt soran elééllitott peptid-szarmazékokat kelatorral konjugéltuk, ®Ga-
mal radiojel6ltiik, minéségellendrzési protokollt dolgoztunk ki, majd pedig in vivo és ex vivo
PET mérések soran teszteltiik képalkotasi tulajdonsagaikat B16-F10 melanoma tumoros ¢és

egészséges allatokon.
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5. Metodikak

5.1 Anyagok és modszerek

A kémiai munka soran az alabbiakban felsorolt vegyszereket és reagenseket alkalmaztam.
A kutatas két f6 irdanyvonalat magaban foglalo projektek esetében egyiittesen ismertetem az
anyagok és modszerek fejezetel. (zardjelben a gyartot/forgalmazot tiintettem fel, tovabba a

cegek székhelyét).

96%-o0s Etanol (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag); abszolut etanol (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag); Ultra tiszta sésav 30%-0s (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag);
Ultra tiszta natrium hidroxid (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag); Acetonitril (VWR
International Kft., Debrecen, Magyarorszag); Etil-acetat (VWR International Kft., Debrecen,
Magyarorszag); Ammonium-acetat (VWR International Kft., Debrecen, Magyarorszag);
Dimetil-formamid (VWR  International Kft., Debrecen, Magyarorszag); N-(3-
dimetilaminopropil)-N’'-etilkarbodiimid-hidroklorid ~ (VWR International Kft., Debrecen,
Magyarorszag); Dimetil-szulfoxid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok);
N,N-diizopropiletilamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); 4-Amino-N-
(2-dietilaminoetil)benzamid hidroklorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt
Allamok); Natrium karbonat (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); Oktanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); Ultra tiszta viz (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); Izotonias séoldat (TEVA, Debrecen, Magyarorszag);
Trifluoroecetsav (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok);
Foszfat pufferes sooldat (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok); Tetrafluorofenol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok); p-SCN-Bn-NODAGA (CheMatech, Dijon, Franciaorszag); Maleimid-NODAGA
(CheMatech, Dijon, Franciaorszag); NODAGA-NHS-¢észter (CheMatech, Dijon,
Franciaorszag); p-SCN-Bn-NOTA (Macrocyclics, An Orano Med Company, Texas, Amerika);
Viz Mili-Q).

A kémiai munka folyaman hasznalt eszkozok és miiszerek a kévetkezok voltak (zarojelben

a gyartot/forgalmazot tiintettem fel, tovabba a cégek székhelyét).

KNAUER HPLC (KNAUER Wissenschaftliche Gerdte GmbH, Berlin, Németorszag);
Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlop (150 mm * 10 mm; 10 um atmérd) (Merck
KGaA, Darmstadt, Németorszag); Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlop (250 mm *
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4.6 mm; 10 um atmér6) (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag); HALO oszlop (100 mm *
3.0 mm; 5 um atmérd) (dr. Weber Consulting, God, Magyarorszag); Kromasil EternityXT-10-
C18 oszlop (10 mm * 150 mm, 10 pm atméro) (Lab-Comp Kft., Budapest, Magyarorszag; ESI-
MS (Shimadzu LC-MS IT-TOF Mass Spectrometer, Shimadzu Corp., Tokio, Japan); *H-NMR
(Bruker WP 360 SY, Billerica, Massachusetts, Egyesiilt Allamok); %8Ge/®®Ga-generator
Obninsk (Cyclotron Co., Obninsk, Oroszorszag); °8Ge/*®Ga-generator GalliaPharm® (Eckert-
Ziegler, Berlin, Németorszag); Pipettak (BIOHIT HealthCare, Helsinki, Finnorszag);
MiniGITA Star TLC-szkenner (Raytest, Straubenhardt, Németorszag); Eppendorf (Eppendorf
AG, Hamburg, Németorszag); Centrifugacsé (VWR International Kft.,, Debrecen,
Magyarorszag); OASIS® HLB (30mg) oszlop (Waters, Milford, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok); Déziskalibrator (Capintec CRC 15PET, New Jersey, Egyesiilt Allamok); Szilikaval-
impregnalt kromatografias papir (Agilent, Santa Clara, Kalifornia, Egyesiilt Allamok);
Szarazfiirdé: MyBlock™ mini dry bath block (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag);
Radiodetektor: hazi készitésii detektor (ATOMKI, Debrecen, Magyarorszag); UV-detektor:
Waters 486, Tunable absorbance detector (Waters Corporation, Milford, Massachusetts,
Egyesiilt Allamok); pH-mérd: Consort C831, Multi-parameter analyser (Spektrum 3D Kft.,
Debrecen, Magyarorszag); pH-szenzor (Mettler-Toledo Kft., Budapest, Magyarorszag),
Analitikai mérleg: Explorer Ohaus (Spektrum 3D Kft., Debrecen, Magyarorszag), Keverdgép:
Thermolyne, SYBRON (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok); Centrifuga: Rotina 35R (Dialab Kft., Budapest Magyarorszag); Liofilizator (S-
Biotech Kft., Budapest, Magyarorszag); Rotacios vdkuumbeparld: Rotavapor R-300 (BUCHI
Labortechnik AG, Flawil, Svajc); Magneses keverd (VELP Scientifica, Usmate, Olaszorszag).

A masodik projekt soran felhasznalt peptid-szarmazékok koziil kettét (APRPG-COOH és
APRPG-NH) az MTA-ELTE Peptidkémiai Munkacsoport dllitotta elé, amelyeket Prof. Dr.
Mezé Gabor bocsatotta résziinkre, egy kozos egyiittmiikodés eredményeként. A peptid-szintézis
soran alkalmazott vegyszerek, reagensek, eszkozok és miiszerek a kévetkezok voltak (zarojelben

a gyartot/forgalmazot tiintettem fel, tovabba az emlitett cégek székhelyét).

1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-én (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag); Piperidin
(Reanal, Budapest, Magyarorszag);, Triizopropilszilan (Reanal, Budapest, Magyarorszag);
Dimetil-formamid  (Molar Chemicals Kft, Halasztelek, Magyarorszag); N,N'’-
diizopropilkarbodiimid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); 1-hidroxi-
benzotriazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); Trifluoroecetsav
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); Viz (Mili-Q).
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Rink-Amid 4-metilbenzhidrilamin gyanta (IRIS Biotech GmbH, Marktredwitz, Németorszag);
2-klorotritil gyanta (IRIS Biotech GmbH, Marktredwitz, Németorszag); Esquire 3000"
ioncsapda tomegspektrométer (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag); KNAUER 2501
HPLC rendszer (H. Knauer, Bad Homburg, Németorszag); Phenomenex Luna C18(2) oszlop
(100 A, 10pm, 250 mm * 21,2 mm) (Torrance, Kalifornia, Egyesiilt Allamok); Phenomenex
Luna C18 oszlop (100 A, 5um, 250 mm * 4,6 mm) (Torrance, Kalifornia, Egyesiilt Allamok);
UV detektor (ECOM, Praga, Csehorszag).

Az NGR-APRPG (heterodimer peptid) és a YEVGHRC peptid-szarmazékok kivételt
képeznek a peptid-szintézis eldallitaisanak modjaban, hiszen ezeket az analdgokat a
Bankpeptide Biological Tech Co., LTD (Hefei, Kina) gyartotta szamunkra, altalunk elére

megtervezett szerkezeti képlet alapjan.

A biologiai mérésekhez és vizsgdlatokhoz a kovetkez6 anyagokat, eszkozoket és
miiszereket hasznaltuk (zarojelben a gyadrtot/forgalmazot tiintettem fel, tovabba az emlitett

cégek székhelyét).

PET/MRI (nanoScan PET/MRI, Mediso Ltd., Budapest, Magyarorszag); Egérkamra
(Mediso Ltd., Budapest, Magyarorszag); 3D-OSEM (Tera-Tomo, Mediso Ltd., Budapest,
Magyarorszag); miniPET (DE AOK OKI Nuklearis Medicina nem Onallé Tanszék és az MTA-
ATOMKI munkatarsainak sajat fejlesztésti eszkoze, Debrecen, Magyarorszag); Sejttenyésztd
inkubator: ESCO CelCulture® (Dialab kft., Budapest, Magyarorszag); B16-F10 sejtvonal
(American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, Egyesiilt Allamok); A375 (American
Type Culture Collection, Manassas, Virginia, Egyesiilt Allamok); MELUR sejtvonal
(American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, Egyesiilt Allamok); Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium (GIBCO Life Technologies, Dublin, frorszag); 10%-os Fetal Bovine
szérum Gamma szamlalo (Perkin-Elmer Packard Cobra, Watham, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok); IVC rendszer (Egyedileg szelldztetett ketrec-rendszer, Techniplast, Buguggiate,
Olaszorszag); Fél-szintetikus taplalék (Charles River Hungary Kft., G6d6116, Magyarorszag);
Kisallat altatogép ( Tec3 Isoflurane Vaporizer forannal, Vetland Medical Sales & Services
LLC, Louisville, Kentucky, Egyesiilt Allamok); Egérkamra (MultiCell Imaging Chamber,
Mediso Ltd., Budapest, Magyarorszag); Allatok (C57BL/6J és CB17 SCID) (Animalab Ltd.-
t6l a The Jackson Laboratory viszonteladdja, Vac, Magyarorszag); T75 tenyésztd flaska
(Sarstedt, Sarstedt, Németorszag); 1%-0s MEM nem eszencialis aminosav oldat (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); 1%-0s MEM vitamin oldat (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); antimiotikum és antibiotikum oldat (Sigma-Aldrich,
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St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok); Tripan kék oldat (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Egyesiilt Allamok); Foszfat pufferes sooldat (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok); Tripszin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt
Allamok); PBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok); Foran
oldat (AbbVie Kft., Budapest, Magyarorszag).

5.2 Kismolekulak nyomjelzése PET képalkotas céljaboél

52.1  4-Amino-N-(2-dietilaminoetil)benzamid-hidroklorid konjugdldsi reakcidja
NODAGA-NHS-észter keldatorral

A melanoma szelektiv kismolekula eldallitasa soran 4-amino-N-(2-dietil-amino-etil)-
benzamid-hidrokloridbol indultunk ki, amelyet egy makrociklusos NODAGA-NHS-észter
kelatorral konjugaltunk a kovetkezok szerint: 27,2 mg (100 umol) 4-amino-N-(2-dietil-amino-
etil)-benzamid-hidrokloridot 2 mL acetonitril/0,1 mol/dm? natrium-karbonat puffer (pH = 9,5)
3:1 aranyu elegyében feloldottunk, majd ehhez 69,5 mg (95 pmol) NODAGA-NHS-¢észtert
adtunk. A pH-t 2%-os NaOH-dal 8,5 és 9 kozotti értékre allitottuk be. A reakcidelegyet
szobahémérsékleten 2 oraig kevertettilk, majd a termékként kapott NODAGA konjugalt
benzamid-analégot NODAGA-PCA) félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk, dsszegytjtottik
a frakciokat, ezt kovette a fagyasztva szaritas 1épés. A tiszta terméket analitikai RP-HPLC-vel
elendriztiik a 5.2.5 fejezetben leirtak alapjan, valamint ESI-MS és H-NMR segitségével
végeztiik a szerkezetazonositdsukat. A jeldlési reakciokhoz 3 mmol/dm® koncentraciojt

torzsoldatot készitettiink ultratiszta viz segitségével.
5.2.2 HBED-CC-trisz (tBu) tetra-fluor-fenil-észter szintézise

A szintézis elsé 1épéseként 70 mg (100 umol) N,N'-bisz[2-hidroxi-5-(karboxi-etil)-
benzil]-etilén-diamin-N,N'-diecetsav trisz-terc-butil-észter (HBED-CC-trisz (tBu) észter) és 20
mg (120 umol) 2,3,5,6-tetrafluor-fenolt feloldottuk 1 mL acetonitrilben. Ezutan, 23 mg (120
umol) N-(3-dimetil-amino-propil)-N'-etil-karbodiimid-hidrokloridot és 50 pL (286 pmol) N,N-
diizopropil-etil-amint adagoltunk az elegyhez. A reakcidoldatot szobahdmérsékleten 2 éran at
kevertettiik, majd ez 1d0 leteltét kvetden beparoltuk, rotacids vakuumbeparlo segitségével. Az
itt kapott elegyet 0,75 mL etil-acetatban feloldottuk, majd szilicium-oxiddal toltott
kromatografias oszlopra (allofazis: 3 g SiOz) vittiik fel. Az oszlopot elészor etil-acetat/metanol
10:1 aranyu elegyével mostuk, ezt kovetden a terméket etil-acetat/metanol 4:1 aranyu elegyével

nyertiilk vissza az allofazisrol. A HBED-CC-trisz(tBu)tetra-fluor-fenil-észtert tartalmazo

52



szerves fazisokat egyesitettiik és beparoltuk. A szintézis soran 68,3 mg fehér szilard anyagot
kaptunk, 80,4%-0s hozammal. A tiszta koztiterméket ESI-MS-el vizsgaltuk (Mw = 849,4 [M +

H]"), majd ezt kovetden tovabb reagaltattuk.

5.2.3  4-Amino-N-(2-dietil-amino-etil)-benzamid-hidroklorid konjugdcios reakcidja
HBED-CC-trisz(tBu)tetra-fluoro-fenil-észter keldtorral

A masodik benzamid vézas vegyiiletiink Szintézise soran, amely a HBED-CC-PCA, a 4-
amino-N-(2-dietil-amino-etil)-benzamid-hidroklorid-ot egy nyiltlanca kelator (HBED-CC-
trisz(tBu)tetra-fluoro-fenil-észter) aktiv észterével konjugaltuk. A kapcsolasi 1épés soran 13,6
mg (50 umol) 4-amino-N-(2-dietil-amino-etil)-benzamid-hidrokloridot oldottunk 1 ml
acetonitril/0,1 mol/dm?® natrium-karbonat-puffer (oH 9,5) 9:1 aranyu oldataban és 65 mg (75
umol) HBED-CC-tris(tBu)tetra-fluoro-fenil-észtert adtunk az oldathoz. A keverék pH-jat
folyamatosan 8,5 és 9 kozotti értéken tartottuk, amelyet 2%-0os NaOH oldat hozzaadasaval
értiink el. A teljes eljaras szobahdmérsékleten, allando kevertetés mellett, 24 6rat vett igénybe,
ezt kdvetden szarazra paroltuk az elegyet, majd 4 mL acetonitril/viz (3:1) elegyben ujra
oldottuk. A véddécsoportok (-tBu) eltavolitasa céljabol 2 mL trifluoroecetsavat adtunk az
oldathoz, amelyet 60 perc, szobahémérsékleten torténd kevertetés mellett hagytunk, ezt
kovetden az oldatot ismét beparoltuk rotacios vakuumbeparloval. A lombik falan 1év6 szaraz,
szilard, fehér szinii anyagot vizben oldottuk és félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk. A
tisztitasi 1épésnél kapott frakciokat lombikba gytijtottilk, majd fagyasztva szaritottuk, ezt
kovetéen 3 mmol/dm?®koncentraciojt térzsoldatot készitettiink a radioaktiv jeldlési 1épéshez. A

tiszta terméket ESI-MS és 'H-NMR segitségével jellemeztiik.
5.24 NODAGA-PCA és HBED-CC-PCA radioizotdpos jelilése %8Ga-mal

A radioizotopos jelolési folyamat kidolgozasa soran szamos paramétert optimalizaltunk,
annak érdekében, hogy megtalaljuk az idealis reakciokoriilményeket, ilyen volt a hdmérséklet,
amely elokisérleteket szoba-, illetve emelt homérsékleten is elvégeztink. Az eléallitott
vegyliiletek nem bizonyultak hdérzékenynek, és a mérések soran a megemelt homérséklet
kisebb alkalmazott ligandum-koncentracié mellett is kvantitativ jelolést biztositott. Ennek
kovetkeztében nagyobb molaris aktivitast sikeriilt elérniink ekkor. Ezen tapasztalatok alapjan a
biologiai kisérletekhez 95 °C-os homérsékleten torténtek a radioizotopos jelolések. Az
optimalis reakcioid6t 6t percben definialtuk, hiszen egy rovid felezési idejii radioizotoppal
torténd munkavégzés soran az id6, az egyik legnagyobb limitalo tényezd, és modszeriinkkel a

teljes szintézis nem vesz igénybe tobbet, mint 15 perc. Vizsgaltuk az altalunk hasznalt puffer
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mindségének hatasat is a radioizotopos jeldlésre, ennek a fontossagat mar kordbban targyaltuk
(lasd: 3.2.1 fejezetben). A mérésekhez a két szoba johetd puffer-rendszert — HEPES és NaOAc
—, négy kiilonb6zo pH értéken teszteltink 95 °C-os hémérsékleten. A kisérletek soran
egyértelmiien megallapitottuk, hogy mind a HEPES, mint a NaOAc alkalmas puffer-rendszer a
8Ga-mal torténé radioizotopos jeldlés soran, az optimalis pH értéknek 4,5-6t tekintettiik. Az
irodalmi részben emlitett elonyok miatt (3.2.1 fejezet) a NaOAc puffert alkalmaztuk a
tovabbiakban (a HEPES nem szerepel a gyogyszerkonyvben) [46]. Végezetiil, meghataroztuk
azt a prekurzor hatarértéket, amely soran még robusztus modon kvantitativ radiojel6lést tudtunk
elérni. Human vizsgalatok sordn a PET radiofarmakonok esetében 95%-0s radiokémiai
tisztasdg az alkalmazhatdsag alapfeltétele, ezért preklinikai méréseinkhez mi is ezzel az
értekkel szamoltunk. Bar a vegyiiletek formulédzasa sordn a szilard fazison torténd megkotés
kovetkeztében a radiokémiai tisztasdg ndvelhetd, ennek mértéke elére bizonytalan, tehat
magatol a radiojel6léstdl vartuk el, hogy a 95%-ot meghaladé radiokémiai tisztasaggal
rendelkez6 vegyiiletet eredményezzen. Az optimalizalasi mérések soran radio-TLC-vel
kovettik nyomon a reakciok eldrehaladasat szilika-impregnalt kromatografias papirral
vizsgaltuk a kisérletek hatékonysagat (futtatoelegy: 1 mol/dm?® ammonium-acetat/metanol 4:1
aranyu elegye). A bioldgiai-mérés célzattal elvégzett radioizotopos jelolések a tovabbiakban az

optimalizalt paraméterek alkalmazéasaval valosultak meg.

A NODAGA-PCA ¢és a HBED-CC-PCA vegyiiletek radioizotdpos jeldléséhez Obninsk
tipusu, TiO, all6f4zist tartalmazé *8Ge/®®Ga generatort hasznaltunk, amelyet 5 mL 0,1 mol/dm?®
ultratiszta HCI-dal frakcionaltan elualtunk. Az aktivitas koncentraciora legtoményebb (=350
MBq) frakciét dsszegyiijtottiik (1 mL), majd 0,16 mL ultratiszta NaOAc-tal (1 mol/dm?)
puffereltiik, a reakcidelegy pH-jat 4,5-re allitottuk be 0,06 mL 2%-0s NaOH-dal. Ezutan 5 pL
3 mmol/dm?® koncentraciéju prekurzort (NODAGA-PCA vagy HBED-CC-PCA) adtunk a
reakcioelegyhez, amit 5 percig, 95 °C-on inkubaltunk. A fiitdblokkbdl torténd kivételt kovetden
a reakciooldatot szobahémérsékleten hagytuk lehiilni, majd ezutan egy elére aktivalt OASIS
HLB 1 cc 30 mg toltettérfogati oszlopra vittiik at (aktivalas: 5 mL 96% EtOH, majd 10 mL
vizes mosas; gyartdi ajanlas). A radioaktivitds immobilizaldsa utan az oszlopot 2 mL vizzel
mostuk, az esetleges fémszennyezddések és a nem komplexalt szabad ®8Ga eltavolitasa céljabol.
A %8Ga radiojeldlt prokainamid szarmazékokat 0,5 mL izotonias natrium klorid oldat/96%
etanol 2:1 aranyt elegyével nyertiik vissza az oszloprol. A radioizotoppal jeldlt terméket tovabb

higitottuk 2 mL NaCl oldattal, hogy az alkoholtartalmat 10% ala csokkentsiik, ezutan pedig
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steril szlirdn szlirtiik. Minden egyes esetben a végtermék radiokémiai tisztasagat (%) analitikai

RP-HPLC-vel ellendriztiik, UV- és radiodetektor egyiittes alkalmazésaval.
5.2.5  Félpreparativ és analitikai HPLC

A kiilonboz6 kelatorral konjugalt prokainamid szarmazékok tisztitisa KNAUR HPLC
rendszer segitségével torténtek, félpreparativ Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlopon
(hossz és bels6 atmérd: 150 mm * 10 mm; részecske méret: 10 um), 4,4 mL/perc aramlasi
sebesség alkalmazasaval. Egy rovid izokratikus peridodust kovetden (3 perc) lineéris gradiens
(3 perc 0% B; 20 perc 50% B) eluciot alkalmaztunk, az eluens rendszert az A eluens (0,1%
TFA vizben) és a B eluens (0,1% TFA; acetonitril/viz 95:5 (v/v%)) alkotta, a csticsokat 254
nm-en detektaltuk UV detektor segitségével.

A radioaktiv izotoppal jelzett vegyiiletek mindségellendrzéséhez a fentiekben ismertetett
KNAUER HPLC-t hasznaltuk, viszont az UV detektor elé egy radiodetektort kapcsoltunk és
egylittesen 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
belsd atméré: 250 mm * 4,6 mm; részecske méret: 10 pum), az aramlasi sebességet 1,2
mL/percre csokkentettiik, a kovetkez6 gradiens profil mellett: (0 perc 2% B; 6 perc 2% B; 30
perc 40% B); az eluensek megegyeztek a félpreparativ RP-HPLC-s modszernél leirtakkal.

526 A %Ga-mal jelzett kismolekulik oktanol/PBS megoszlisi hdanyadosdnak

(LogP) meghatdrozdsa

A 8Ga-NODAGA-PCA és a %8Ga-HBED-CC-PCA szarmazékok megoszlasi hanyados
(LogP) értékeit is vizsgaltuk, amely a vegyiiletek adott pH értéken valé vizoldékonysagara
utalnak. Ezt a paramétert — kiilondsen korabban — rendkiviil fontosnak gondoltak, hiszen ez
alapjan probaltak kovetkeztetéseket levonni a Kkifejlesztett Gj radioizotop jeldlt vegyiilet

szervezeten beliili viselkedésérol, farmakokinetikai tulajdonsagairdl.

A megoszlasi hanyados értékének meghatarozasat — mindkét prokainamid szarmazék
esetében — a kovetkezOként végeztiik el: koriilbeliil 1,5 MBq aktivitast radioizotdppal jelolt
komplexet (10 puL) dsszekevertiink 500 puL. 1-oktanol és 490 uL. PBS (pH = 7,4) oldattal egy
centrifugacsOben. Az elegyet 20 percig kevertettiik egy Vortex segitségével, majd ezt kovetden
20000 fordulat/perc sebességgel 5 percig centrifugaltuk a rétegek teljes szétvalasa érdekében.
Ezutan meghatarozott mennyiségeket (100 puL) vettiink ki a centrifugacsdvekbdl €s a mintakat

kémcsovekbe helyeztiik at. A radioaktivitast Perkin EImer Packard Cobra gamma-szamlaloval
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hataroztuk meg, az eredményt cpm-ben kaptuk meg, amelybdl pedig kiszamoltuk a radiojelolt

kismolekulak LogP értékeit.
5.2.7  A%Ga-mal jelzett kismolekuldk in vitro stabilitasanak meghatdrozdsa

Az in vitro stabilitas vizsgalatnal a radioizotoppal jelolt vegyiileteket teszteljiik altalaban
vér szérumban, abbdl a célbol, hogy megbecsiiljiik, a szervezeten beliil meddig marad intakt
allapotban az alkalmazott radiojelolt vegyiilet. Az altalunk hasznalt radioizotop, a *Ga
esetében, a szabad gallium ion radiotoxicitasi problémakat okozna a nem célzott szervekben és
szovetekben, illetve a metabolitok kiszamithatatlan dasulasi profillal rendelkeznek, ezért a

képalkotas megfeleld értelmezéséhez fontos a stabilitas ismerete.

A %Ga-NODAGA-PCA és %®Ga-HBED-CC-PCA vegyiiletek stabilitasat 37 °C-on
patkany- és egér szérumban teszteltiik. A kisérlet soran koriilbeliil 8 MBqg-nyi radiojelolt
ligandumot adtunk a 0,5 mL egér- vagy patkany szérumhoz, majd 37 °C-on inkubaltuk a
keveréket. Az elegybdl kiilonb6z6 idépontokban (0, 30, 60, 90 és 120 perc) 50 pL mennyiségii
mintat vettiink és Osszekevertik 50 pL hideg abszolut etanollal. A kicsapodott frakciot
centrifugalassal valasztottuk el 20000 fordulat/perc sebességgel, 5 perc alatt. A feliiluszot
Osszegyljtottiik, ezt kovetden vizzel tovabb higitottuk és forditott fazisi HPLC-vel vizsgaltuk
a radioizotoppal jeldlt vegyiileteink (®Ga-NODAGA-PCA ¢és %Ga-HBED-CC-PCA)
radiokémiai tisztasagat (%) (lasd 5.2.5 fejezetben leirtak alapjan).

5.2.8 A sejttenyésztés sordn alkalmazott koriilmények

A melanoma malignum képalkotasahoz hasznalt prokainamid szarmazékokat in vitro és
in vivo koriilmények kozott, harom kiilonbozo sejtvonal segitségével teszteltiik. B16-F10 egér
eredetli melanint termelé (melanotikus) és A375 és MELUR human eredetii melanint nem
termel6 (amelanotikus) sejtvonalakat hasznaltunk, amelyeket a American Type Culture
Collection (ATCC) cégtol vasaroltuk meg. A B16-F10 sejteket DMEM (Dulbecco modositott
sas tapoldat) tapkozegben, 10% FBS (magzati borju fehérje) szérummal ndvesztettiik, amihez
1% (v/V) MEM-et (nem esszencialis aminosav), 1% MEM vitamint, 1% antibiotikus és
antimiotikus oldatot adagoltunk. Az A375 és MELUR sejteket DMEM médiumban, 10% FBS-
ben, valamint tovabbi 1% antibiotikus és antimiotikus oldattal novesztettiik. A sejttenyésztések
soran az altalanosan alkalmazott koriilményeket tartottuk fent (5% COg, 37 °C). A sejteket a
fagyasztott allapotbdl torténd megsziintetést kovetd 6-8 passzalas utan hasznaltuk fel az in vitro

mérésekhez és a tumor indukcidjahoz egyarant. A passzalast akkor érdemes megkezdeni,
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amikor a sejttenyészet még nem konfluens, azaz a sejtek nincsenek teljesen dsszemosddva (70
— 80%-0s konfluencia). Ennél magasabb arany folott fenndll a sejtek differencialédasanak
veszélye. Tovabba a sejtek életképességét tripan kék festési modszerrel teszteltiik, amely utan
a 90%-ot meghalado értékkel rendelkezd sejteket alkalmaztuk a soron kdvetkezd vizsgalatok

elvégzése céljabol.
5.2.9  Invitro telités kitodési vizsgalatok

Az in vitro kot6dési vizsgalatokhoz melanint termel6 B16-F10 sejtvonalat hasznaltunk.
A sejteket 24 lyukt lemezeken (5 * 10* sejt/lyuk) tenyésztettiik 24 6ra iddintervallum alatt.
Kiilonbdzé koncentracioji (20-1600 nmol/dm®) *8Ga-NODAGA-PCA és %Ga-HBED-CC-
PCA vegyiileteket adtunk minden egyes iireghez 200 uL térfogatban. Az egy oras inkubacios
1d6 utan (CO2 inkubdtorban, 37 °C-on) a tapkozeget eltadvolitottuk, a sejteket kétszer mostuk
(1 mol/dm®) lizaltuk ket 10 percig 37 °C-on. Gamma szdmldléval megmértiik a mintak

radioaktivitasat.

A biologiai kisérletsorozatok és ezen mérésekhez tartozo eredmények kiértékelése a
Nukleéris Medicina Nem Onéllé Tanszék Radiobiologiai Munkacsoportjaval egyiittmiikodés
soran valosultak meg, Dr. Trencsényi Gyorgy — a Kutatocsoport és a Tanszék vezetdjének —,

szakmai iranyitasaval.
5.2.10 Sejtfelvétel és kiaramlasi vizsgalatok

A modszer: A B16-F10, A375 és MELUR sejteket egyrétegli sejttenyészetként
szaporitottuk szovettenyészté lombikokban (2 * 10° sejt/lombik) 24 éran 4t. Ezutan 0,37 MBq
8Ga-NODAGA-PCA-t ¢és 8Ga-HBED-CC-PCA-t adtunk az egyes lombikokhoz, majd 30 és
90 percig inkubaltuk a sejteket 37 °C-on. Az inkubacids 1d6 leteltével a sejteket kétszer mostuk
PBS-sel és tripszinnel, majd ezt kdvetden megszamoltuk azokat. A radioaktivitast gamma
szamlaloval a %8Ga érzékeny energiaablakon egy percig mértiikk, majd a bomlas korrigalt
radioizotoppal jeldlt vegyiilet felvételt cpm értékben fejeztiik ki 10°%-0s sejtszam esetében. A
cpm értéket ID%-ban tiintettiik fel.

A %8Ga-NODAGA-PCA és 8Ga-HBED-CC-PCA kidramlasanak meghatarozasahoz az
egyrétegli tenyészetben novekvo sejteket eldszor feltdltottiik a radioligandumokkal (0,37 MBq,
37 °C, 90 perc), majd kétszer mostuk PBS-sel. Ezutan mindegyik tenyésztéedénybe 5 mL
DMEM oldatot adagoltunk ¢és az Osszetapadt sejteket tovabbi 10 percig inkubaltuk 37 °C-on.
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Az id6 elteltével a sejteket PBS-sel ¢€s tripszinnel kétszer mostuk, majd a sejteket

megszamoltuk. A radioaktivitdst gamma szamlaloval mértiik.

B médszer: A B16-F10, A375 és MELUR sejtekbdl egyrétegii sejttenyészetként
szaporitottuk szovettenyészté lombikokban (2 * 10° sejt/lombik) 24 6ran 4t. Ezt kdvetden a
sejteket tripszinizaltuk, centrifugaltuk ¢és DMEM-ben tjra szuszpendaltuk, majd a
kémcsdvekbe 1 * 106 mL? sejtkoncentracioval alikvot részleteket adtunk. Mindegyik csovet
0,37 MBq aktivitast 8 Ga-NODAGA-PCA ¢és 8Ga-HBED-CC-PCA jelenlétében 30 és 90
percig inkubaltuk 37 °C-on. Az inkubécios id6 eltelte utan a mintakat haromszor jéghideg PBS-
sel mostuk és a radioaktivitast gamma szamlaloval mértiik, az eredményt cpm-ben kaptuk. A
kiaramlasi vizsgalatoknal elészor a radioizotoppal jeldlt vegyiileteket adtuk hozza a sejtekhez
(0,37 MBq, 37 °C, 30 és 90 perc). Az inkubalast kovetden a sejteket szobahdmérsékleten
mostuk 1 mmol/dm?® koncentracioban gliikozt (gl-PBS) tartalmazé PBS oldattal. A mintainkat
centrifugaltuk, majd ezutan a feliiluszot eltavolitottuk, a sejteket 2 mL gl-PBS-ben ujra
szuszpendaltuk és tovabbi 10 percig inkubaltuk 37 °C-on radioligandum nélkiil. A kidramlasi
mérést jéghideg PBS hozzaadasaval allitottuk le. A sejteket kétszer jéghideg PBS-sel mostuk

¢s a radioaktivitast gamma szamlaloval mértiik meg.
5.211 Az alkalmazott tumor modellek

A mérések soran hasznalt C57BL/6J és a CB17 SCID tipusu egereket steril koriilmények
kozott, 26 £ 2 °C homérsékleten, 50 + 10% paratartalommal, egyedileg szell6ztetett
ketrecekben (IVC rendszerben) tartottuk mesterséges megvilagitas (automatizalt 12 oras
ciklussal) mellett. Steril félszintetikus tappal, tovabba steril ivovizzel ad libitum tortént az
etetésiik és az itatasuk mindegyik allat esetében. A laboratoriumi allatok tartdsanal, kezelésénél
a Magyar Torvények és az Eurdpai Uni6 eldirasait vettiik figyelembe, minden erre vonatkozé
szakasz pontos és szigoru betartasaval. Tehat a ,,3 R” betartasa mellett torténtek az in vivo
allatkisérletek, [231], amely a kovetkezOket jelenti: replacement — az allati modellek
helyettesitése egyéb mintapéldannyal, ilyen példaul az abszolut potlas (szamitogépes
programok segitségével), valamint a relativ poétlas (gerinces 4allatok helyettesitése
gerinctelenekkel, mivel a tudomany mai allasa szerint, az utobbiak fajdalom érzékelése
Iényegesen alacsonyabb); reduction — ezen eljarasmod 1ényege, hogy kevesebb allatot hasznal
fel ahhoz, hogy elegendd adatot szerezzen a kutatasi kérdés megvalaszolasahoz; refinement —
az allatoknal felmeriilé fajdalom, szorongds és szenvedés minimalizaldsa, a tudomanyban

hasznalt allatok jolétének biztositasa a sziiletéstol a halalig [232]. Az in vivo tumor modellek
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indukcidjahoz felnétt néstény CB17 SCID (n = 30) és C57BL/6J (n = 20) egerek alltak a
rendelkezésiinkre. Az amelanotikus tumor modellek indukaldsakor 1 * 10° amelanotikus
NaCl oldatban (100 pL). A melanint termelé melanoma létrehozasa céljabol a C57BL/6J
egereket B16-F10 tumorsejtekkel (1 * 10° sejt; 100 pL NaCl-ban) injektaltuk, szubkutan a bal
vall teriiletén. A daganatok novekedését tolomércével kovettik és a kovetkezé formula
alkalmazasaval szamitottuk ki az aktualis térfogatot: (legnagyobb atméréd * legkisebb
atméré?)/2. Az in vivo és az ex vivo kisérleteket 21 + 2 nappal a tumorsejtek szubkutan torténd

injektalasat kovetden torténtek, amely iddpontokban a tumor térfogata 110 + 10 mm? volt.
5.2.12 PET/CT és PET/MRI képalkotdis

A kontroll és a daganatos allatokba 7,0 £ 0,2 MBq ®3Ga-NODAGA-PCA-t vagy ®F-FDG-
t injektaltunk a farokvénan keresztiil 21 + 2 nappal a B16-F10, vagy Melur sejtek beiiltetése
utan. 90 perccel a %8Ga-NODAGA-PCA, illetve a kontrollvizsgalatok soran 60 perccel a 8F-
FDG injekcié utan 3%-0s izoflurannal (Forane), dedikalt kisallati érzéstelenité eszkoz
segitségével altattuk el az egereket, ezt kdvetéen az egész test PET-vizsgalat (10 perc felvételi
id6) a MiniPET-I1 szkenner segitségével tortént [23]. A mért adatokon szkenner normalizalast
és véletlenszeri korrekciot alkalmaztunk, tovabba a képeket standard EM iterativ algoritmus
segitségével rekonstrualtuk. A voxel mérete 0,5x0,5x0,5 mm volt, a térbeli felbontas pedig 1,4
és 2,1 mm kozott valtozik annak fiiggvényében, hogy az adott voxel milyen tavolsagban
helyezkedik el a detektorgyliri kozéppontjatdl. A szervek és daganatok anatomiai
lokalizaciojahoz kupnyalabos szamitogépes tomografiat (CBCT, 3D Accuitomo, Japan)
hasznaltunk. A rontgencso beallitasai 60 kVp; fesziiltség 8,0 pA aram; expoziciés id6 30,8 s

vetitésenként; voxel méret: 160 pm.

A kvantitativ radiogyogyszerjelolt vegyiilet felvételt standardizalt felvételi értékben
(SUV), SUV = [VOI aktivitas (Bg/ml)]/[injektalt aktivitas (Bq)/allat tomege (g)] kifejezéssel
szamoltuk, 1 g/ml stiriséget feltételezve. Az értékes térfogatot (VOI) kézzel rajzoltuk a szerv
vagy a tumor pereme koré a BrainCad szoftver segitségével. A tumor/izom (T/M) ¢és a
tumor/tiidé (T/L) aranyokat a tumor VOI és a hattér (izom vagy tiidé) VOI aktivitasanak
aranyaként szamoltuk ki. Az egészséges kontroll egerek tiidejét alkalmaztuk a T/L arany

kiszamitasdhoz hattérként.

Az allatok PET/MRI vizsgéalata a debreceni ScanoMed Kft. Transzlacidos Kutatd

Kozpontjanak Preklinikai Laboratoriumaban tortént. A kontroll és tumoros allatokba a lateralis

59



farokvénan keresztiil 10,3 + 0,3 MBqg %Ga-NODAGA-PCA ¢és %Ga-HBED-CC-PCA
radioizotopjelzett vegyiiletet injektaltunk. 90 perccel a radioligandum injekcidé beadasat
kovetéen az egereket 3% izoflurannal (Foran) elaltattuk specialis inhalacios altatogép
segitségével. A teljes test PET vizsgalatok (20 perces statikus PET vizsgalat) a preklinikai
nanoScan PET/MRI késziiléken lettek eclvégezve. Az esetleges elmozdulas megakadalyozasa
érdekében az allatokat (egereket) egérkamraba rogzitettiik, és a latdmez6 kdzéppontjaba (FOV
—Field of View) helyeztiik a mérés ideje alatt. A szervek és szovetek anatomiai lokalizacidjanak
megallapitasara T1-stlyozott MRI méréseket eszk6zoltiink (3D GRE EXT multi-FOV; TR/TE
15/2 ms; FOV 40 mm; NEX 2). A PET eredmények adatfeldolgozasat (rekonstrukciodjat) egy
haromdimenzios iterativ (3D-OSEM) algoritmussal végeztiik. A PET ¢és az MRI képek egyarant
automatikus mentések soran, a PET/MRI késziilék Nucline szoftvere segitségével késziiltek. A
képeket az InterView™ FUSION (Mediso Kft., Magyarorszag) képelemz6 szoftverrel
tanulmanyoztuk. A radiogyogyszerjeldlt vegyiilet dusuldsanak mennyiségi értékét a standard
felvételi értékkel fejeztik ki (SUV). A vizsgalt teriiletek (példaul a szovetek és kiilonbozo
korbe rajzoltuk, majd a 3D VOI alapjan az InterView™ FUSION szoftver kiszamolta a
SUVmean (atlag), SUVmax (maximum), SUVmin (minimum) értékeket. A standard felvételi
érteket (SUV) az aldbbiak szerint szamitottuk: SUV = [VOI aktivitds (Bq/mL)]/[injektalt
aktivitas (Bq)/allat tomege (g)]. A tumor-izom (T/M) arany pedig a tumor VOI és a hattér
(izom) VOI aktivitas értékének a hanyadosa.

5.2.13  Ex vivo biodisztribuicios vizsgalatok

Az in vivo PET/MRI képalkotast kovetd napon a kontroll és a tumoros egerekbe
intravénasan 10,3 + 0,3 MBq 88Ga-NODAGA-PCA és %8Ga-HBED-CC-PCA radioizotopjelzett
vegyiileteket injektaltunk. A %8Ga-mal jelolt prokainamid szarmazékok beadasat kdvetden az
egereket talaltattuk, 3%-0s izoflurannal. Mindegyik szervbél szovetmintakat vettiink, a
sulyukat analitikai mérleggel-, a radioaktivitdsukat gamma szadmlaloval mértiik, ¢és
kiszamitottuk a DAR (Differencidlis abszorpcidés ardny) értéket a kovetkezd képlet
segitségével: ([halmozott radioaktivitas (MBQ) / szovet (g) ] / [teljes injektalt radioaktivitas
(MBQq) / testtomeg (g) ])-
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5.2.14 Statisztikai analizis

A szignifikancia szinteket Mann-Whitney U-teszttel szamitottuk ki. Az adatokat legalabb
harom fliggetlen kisérlet atlag + széras (SD) eredményének értéke alapjan adtuk meg. A
szignifikancia szint p < 0,05, a kivételt képez6 eseteket minden alkalommal jeleztiik.

5.3 Peptid-szarmazékok nyomjelzése PET képalkotas
céljabol
5.3.1 Az APRPG-COOH és APRPG-NH: peptidek elddllitasa peptid-szintézissel

Az APRPG-COOH ¢s az APRPG-NH> peptidek eldallitasat Prof. Dr. Mezo Gabor, az
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport vezetdje készitette el szdmunkra, az Aaltalunk

megtervezett szerkezet alapjan.

Az APRPG-COOH peptid eléallitasa 2-CITrt gyantan tortént, mig az APRPG-NH2 peptid
Rink-Amid MBHA gyantan, SPPS-modszerrel szintetizaltak, a szokasos Fmoc-kémia
alkalmazasaval. Az oldallanc egyetlen aminosav szamazék esetében, a Fmoc-Arg (Pbf)-OH
részén volt védve. A Fmoc véddcsoport eltavolitasara 2% DBU és 2% piperidin DMF-ben
késziilt keverékét hasznaltak, 3 ekvivalens feleslegben alkalmazva. Az aminosav szarmazékok
kapcsolasara kapcsoloszerként a DIC/HOBt-t alkalmaztak, szintén 3 ekvivalens mennyiségben.
A véddcesoport nélkiili, nyers peptideket a gyantdkrol 95% TFA; 2,5% viz és 2,5% TIS hasito
elegy segitségével hasitottak le. A nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztitottak, majd a tisztitasi
1épést kovetden a termékeket (APRPG-COOH és APRPG-NH>) analitikai RP-HPLC és ESI
(lasd: 5.3.2. fejezet) modszerekkel vizsgaltak és azonositottak (lasd: 5.3.4 fejezet). A

végtermékek hozama mindkét esetben meghaladta a 70%-ot.

Az NGR-APRPG ¢s az YEVGHRC peptideket a Bankpeptide Biological Tech Co., LTD

(Hefei, Kina) szintetizalta szamunkra, az altalunk kért tulajdonsagok és szerkezet alapjan.
5.3.2  Szerkezetazonositdas tomegspektrometridval

A fagyasztva széritott peptideket a felhasznélas el6tt ismételt ESI-MS vizsgalatnak
vetették ald a szerkezetigazolas céljabol Esquire 3000 ioncsapda tomepspektrométerrel. A
spektrumokat az 50-2500 m/z tartomanyban vizsgaltuk. A mintael6készités soran a peptideket

acetonitril/viz (v/v) 1:1 aranyt elegyében ¢€s 0,1% hangyasavban oldottuk fel.
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5.3.3 A NODAGA-APRPG-COOH, NODAGA-APRPG-NH2, NOTA-NGR-APRG
és a NODAGA-YEVGHRC peptid-szdrmazékok eldallitasa

Az APRPG-COOH linearis peptid konjugacids reakcidéja a p-SCN-Bn-NODAGA

kelatorral

A NODAGA-APRPG-COOH peptid prekurzor eléallitasahoz a makrociklusos NOTA
csaladjaba tartozd p-SCN-Bn-NODAGA amin funkciés csoportra szelektiv kelatort
valasztottuk, amely soran egy amid kotést alakitottunk ki a hordozd peptid és a kelator
Osszekapcsolasaval. A reakciot a kovetkezé moédon valdsitottuk meg: 10,5 mg (21 pmol)
linearis APRPG-COOH peptidet 0,5 mL dimetil-formamidban oldottunk, majd ezt kdvetéen
15,05 mg (25 umol) p-SCN-Bn-NODAGA kelatort adtunk hozza, végezetiil pedig 7,4 uL N,N-
diizopropil-etilamint a reakcidoedénybe. A reakcioelegyet 24 6ran keresztiil szobahdmérsékleten
kevertettilk, majd a nyers terméket (NODAGA-APRPG-COOH) félpreparativ RP-HPLC
eljarassal tisztitottuk. A tisztitast kdvetden a termékeket tartalmazé frakciokat egy lombikba
gyljtottik, majd liofilizaltuk. Az anyagot ESI-MS (Shimadzu LCMS IT-TOF
tomegspektrométer, Shimadzu Corp., Tokio, Japan) és analitikai RP-HPLC-vel jellemeztiik (a
félpreparativ és az analitikai RP-HPLC-s koriilményeket a 5.3.4 fejezetben részletezziik).

Az APRPG-NH> lineéris peptid konjugacids reakcidja a p-SCN-BNn-NODAGA kelatorral

A kelator, és maga a konjugacios reakcio 1épései is megegyeztek az el6z6 alfejezetben
leirtakkal, minddssze a kimért anyagmennyiségek és a linearis peptid karboxil termindlisa

kiilonbozott.

5,8 mg (12 pmol) APRPG-NH: peptidet mértiink ki egy reakcioedénybe, amelyet 0,5 mL
DMF-ben oldottunk, majd 8,3 mg (14 pmol) p-SCN-Bn-NODAGA makrociklusos kelatort és
4,7 uL DIPEA-t, valamint 50 pL vizet adtunk hozza. A konjugalési lépés koriilményei a
kovetkezoek voltak: 24 oran at tartd folyamatos kevertetés szobahdmérsékleten. A reakcioelegy
feldolgozasa, valamint a tiszta termék azonositasa a NODAGA-APRPG-COOH eldallitasanal

ismertetett 1épések szerint torténtek.

Az YEVGHRC linedaris peptid konjugacids reakcidja a Maleimid-NODAGA kelatorral

A NODAGA-YEVGHRC peptid-szarmazék eldallitasahoz szintén egy makrociklusos
kelatort, a maleimid-NODAGA-t alkalmaztuk Ebben az esetben az volt a terviink, hogy nem az
amino terminalison létesitlink kémiai kotést, hanem a cisztein oldallancon keresztiil végezziik

el a konjugacidt. Ezért egy olyan kemoszelektiv csoporttal ellatott kelator-szarmazékot
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kerestiink, amely a védécsoport nélkiili amin mellett is jo hatékonysaggal reagal a tiol funkcids
csoporttal. llyen esetekben kitiing valasztas a maleimid-funkcionalizalt NODAGA. A tervezett
ligandum elallitasahoz 9,7 mg (11 pmol) maleimid-NODAGA-t és 6,7 mg (13,5 pumol)
YEVGHRC-t DMF/viz 3:1 aranyu elegyében oldottuk, amelyet eldtte oxigénmentesitettiink
hélium buborékoltatassal. Az elegy pH-jat ~7-7,5 koz¢é allitottuk be. A kapcsolasi reakcid 2 ora
alatt zajlott le, szobahdmérsékleten, folyamatos keverés és hélium atmoszféra alatt. A nyers
terméket (NODAGA-YEVGHRC) félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk, majd az egyes
termékfrakciokat lombikba gytijtottiik és fagyasztva szaritottuk. A végterméket analitikai RP-
HPLC-vel és ESI-MS-sel azonositottuk.

A c[KNGRE]J-APRPG heterodimer peptid konjugicios reakcidja a p-SCN-Bn-NOTA

kelatorral

A heterodimer vegyiilet eléallitasaval a mar korabban Kifejlesztett és sikeresnek
bizonyulé6 aminopeptiddiz N-szelektiv  ciklikus pentapeptidiinket [233]  kivantuk
tovabbfejleszteni a multimerizacids technika segitségével. Ehhez olyan ,partner” alegység
beépitését terveztik, amely egy nyiltlancu pentapeptid, nevezetesen az APRPG-COOH-t
tartalmazza. A heterodimer vegyiilet eldallitasaval, egy olyan peptid-szarmazék allt a
rendelkezésiinkre, amely két kiilonbozo tipusu peptid-alegységgel (ciklikus NGR és aciklusos
APRPG) rendelkezik egy molekulan beliil, ez a konstrukcio feltételezésiink szerint elsegitheti

a képalkotas mindségi javulasat.

A heterodimer vegyiilet, amelyet eléallitottunk a NOTA-NGR-APRPG volt. 10,1 mg (7,5
pmol) peptidet 700 uL DMF-ben oldottuk, 300 uL DMF-ben, pedig a 6,3 mg (11 pmol) kelatort
(p-SCN-Bn-NOTA). A reakcidelegyhez 300 uL MiliQ vizet adtunk, majd a pH-at 8,5-re
allitottuk be 2%-0s NaOH-dal. A konjugalasi reakci6 2 orat vett igénybe szobahémérsékleten,
allando kevertetés mellett. A reakcid id6 leteltét kovetden a reakcioelegyet feldolgoztuk, elsé
1épésben félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk, az itt kapott osszesitett frakciot liofilizaltuk,
majd ezt kdvetben a szerkezet azonositasa céljabol ESI-MS-el és analitikai RP-HPLC-vel

vizsgaltuk a tiszta terméket.
5.3.4  Félpreparativ és analitikai HPLC

A nyers termékek tisztitasa (linearis peptidek: APRPG-COOH; APRPG-NH2) a KNAUER
HPLC rendszeren, félpreparativ Phenomenex Luna C18 oszlopon (részecske méret: 100 pm,
hossz ¢és belsé atmérd: 250 mm * 21,2 mm) tortént. Linearis gradiens ellcios profilt
alkalmaztunk (0 perc 5% B; 5 perc 5% B; 50 perc 50% B) 4 mL/perc aramlasi sebességgel, az
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eluensek a kovetkezéek voltak: A eluens (0,1% TFA vizben); B eluens (0,1% TFA,;
acetonitril/viz 80:20 (v/v%) aranyu elegye). A komlexeket UV detektor segitségével
detektaltuk 220 nm-en.

5. tablazat: A kelatorral konjugalt peptid-szarmazékok tisztitasanal alkalmazott
HPLC-s koriilmények

Vegyiilet neve Idé6 (perc) A (%) B (%)
0 90 10
2 90 10
NOTA-NGR-APRPG 27 40 60
35 0 100
40 0 100
0 95 5
4 95 5
NODAGA-YEVGHRC 15 65 35
20 30 70
30 30 70
0 100 0
NODAGA-APRPG-NH:2
6 100 0
és
14 40 60
NODAGA-APRPG-
20 20 80
COOH
30 20 80

A tiszta termékeket (linearis peptidek: APRPG-COOH; APRPG-NH.) az izolalashoz
alkalmazott miiszeren vizsgaltuk, hogy megallapitsuk a vegyiileteink kémiai tisztasagat. Az
analitikai RP-HPLC-nél (részecske méret: 5 um, hossz €s belsé atmérs: 250 mm * 4,6 mm)
Phenomenex Luna C18 oszlopot hasznaltunk allofazisként, a mozgofazis aramlasi sebessége 1
mL/perc volt, linearis gradiens eliicioval valosult meg a termékek azonositasa. A csticsokat 220
nm hullamhosszon detektaltuk. Az eluciés profil a fentiekben mar ismertetett eluensekkel
kovetkezoképpen nézett ki: (0 perc 0% B; 5 perc 0% B; 50 perc 90 % B).

A kovetkezd folyadékkromatografias eljaras, a négy, kelatorral konjugalt peptid-
szarmazék tisztitasara szolgalt. A KNAUER HPLC (KNAUER Wissenschaftliche Gerite
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GmbH, Berlin, Németorszag) késziiléket, félpreparativ Supelco Discovery Bio Wide Pore C18
oszloppal (részecske méret: 10 um, hossze és belsé atméré: 150 mm * 10 mm) és 4 mL/perc
aramlasi sebességgel hasznaltuk, gradiens elucioval. A eluens (0,1% TFA vizben); B eluens
(0,1% TFA; acetonitril/viz 95:5 (v/v%) aranyt elegye alkotta). A csucsokat 254 nm-en UV
detektorral detektaluk (5. tablazat).

6. tablazat: A radiojelolt peptid-szarmazékok mindségellenorzésénél alkalmazott

HPLC-s koriilmények

Vegyiilet neve Id6 (perc) A (%) B (%)

0 100 0
2 100 0
68Ga-NOTA-NGR-APRPG 8 50 50
12 10 90
25 10 90
0 100 0
4 100 0

68Ga-NODAGA-YEVGHRC
10 60 40
15 55 45
68Ga-NODAGA-APRPG-NH: 0 88 12

és
2 88 12
68Ga-NODAGA-APRPG-

COOH 18 55 45

A %Ga-NODAGA-APRPG-COOH, %Ga-NODAGA-APRPG-NH;, ®%Ga-NODAGA-
YEVGHRC ¢és a ®Ga-NOTA-NGR-APRPG radioizotoppal jeldlt peptid-prekurzorok
radiokémiai tisztasagdnak meghatarozasahoz radio- és UV detektorral felszerelt KNAUER
HPLC-t hasznaltunk (a kelatorral konjugalt peptid-szarmazékoknal alkalmazott RP-HPLC),
amelyet analitikai HALO C18 oszloppal (részecske méret: 5 um, hossz és belsé atmérs: 100
mm * 3,0 mm) mikddtettiik, 0,7 mL/perc aramlasi sebesség mellett, az alabbi gradiens profillal:
(mozgd fazisok a korabban emlitett oldoszerekkel azonosak). A komplexeket radio- és UV

detektorral (254 nm) azonositottuk (6. tablazat).
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5.3.5 A peptid-szarmazékok radioizotdpos jelilése %8Ga-mal

A radiojelolési protokoll meghatarozasat optimalizalasi kisérletek el6zték meg,

mindegyik vegyiilet esetében, a 5.2.4 fejezetben leirtakkal megegyezden.

A biologiai mérésekhez sziikséges radioizotopos jelolésekhez és az optimalizaciods
mérésekhez GalliaPharm® 8Ge/%®Ga-generatort (Eckert-Ziegler, Berlin, Németorszag)
alkalmaztunk. A generator TiO2 4allofazissal rendelkezik, 5 mL 0,1 mol/dm® koncentracidju
ultra tiszta sosavval tortént meg az elticio, frakcionalt technika alkalmazasaval, amely folyamat
soran az 1,8-3,0 mL kozotti részt gyljtottik. El6zetesen a generator hasznalatba vételekor
kimértiik, hogy ennek a frakcionak az aktivitiskoncentracidja legtoményebb (5 mérésbol
megallapitva). Ebbél az 1,2 mL térfogatt elegybol 1 mL-t puffereltiink 0,16 mL (1 mol/dm?3)
ultra tiszta natrium-acetattal, amellyel a reakcioelegy pH-jat ~4-4,1-re allitottuk be, mindegyik
vegyiilet esetében. Ezt kdvetden a 3 mmol/dm?® koncentracidju torzsoldatbol (NODAGA-
APRPG-COOH, NODAGA-APRPG-NH2, NODAGA-YEVGHRC ¢és NOTA-NGR-APRPG) 5
uL-t adtunk a reakcidhoz, majd 95 °C-on 5 perces inkubacio mellett, kevertetés nélkiil zajlott
le a radiojelolési reakcid a NODAGA-YEVGHRC és a NOTA-NGR-APRPG peptid-
szarmazékok esetében. Méréseink kozben az deriilt ki, hogy a NODAGA-APRPG-COOH és a
NODAGA-APRPG-NH: peptidek vélhetdleg érzékenyebbek a radiolizisre, ezért az emlitett
modszer alacsony radiokémiai tisztasaggal rendelkezd terméket eredményezett. A
melléktermékek esetleges keletkezése miatt, a radioizotopos jelolést szobahémérsékelten, 5
percig végeztik, illetve 0,1 mL abszolit EtOH-t adtunk a reakcids elegyhez gydkfogd
tulajdonsdga miatt. Ezutdn mindegyik vegyiilet esetében a szobahdmérsékletre valo lehiilést
kovetden a reakciodelegyet OASIS HLB 1 cc 30 mg toltettérfogata oszlop feliiletére vittiik fel
(aktivalas: 5 mL 96% EtOH, majd 10 mL vizes mosas; gyartoi ajanlés), amelyen megkotottiik
a radiojeldlt peptideinket, majd 2 mL vizes mosist kovetéen a ®®Ga-mal jeldlt peptid-
szarmazékokat 0,2 mL izotonids s6oldat/96% etanol 2:1 aranyu oldataval elualtuk. A bioldgiai
vizsgalatok soran a kisallatok a maximum 10%-os alkohol-koncentraciot toleraljak, ezért a
terméket higitottuk izotonias séoldat segitségével, amely sordn az etanol koncentracioja
mindegyik vegylilet esetében a megengedett érték ala csokkent, ezt kdvetden pedig steril szlirést
végeztlink el. Minden egyes esetben a végtermék radiokémiai tisztasagat (%) analitikai RP-

HPLC-vel ellendriztiik és hatdroztuk meg, UV- és radiodetektor egyiittes alkalmazasaval.
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5.3.6  A®Ga-mal jelzett peptid-szarmazékok oktanol/PBS megoszlisi hanyadosdnak

(logP) meghatdrozasa

A LogP értékeinek meghatarozasa a %8 Ga-NODAGA-APRPG-COOH, %8Ga-NODAGA-
APRPG-NH;, ®Ga-NODAGA-YEVGHRC ¢és a %Ga-NOTA-NGR-APRPG vegyiiletek
esetében a 5.2.6 fejezetben leirtak alapjan valosult meg. Roviden, ~1,5 MBq (10 pL) aktivitast
radioizotoppal jelolt peptid-szarmazékot (4Ga-NODAGA-APRPG-COOH, %®Ga-NODAGA-
APRPG-NH, ®Ga-NODAGA-YEVGHRC és a ®Ga-NOTA-NGR-APRPG) helyeztiink egy
centrifugacs6be, amihez 0,49 mL PBS-t (pH = 7,4) és 0,5 mL 1-oktanol-t adtunk. 20 percig
Vortex segitségével erdteljesen kevertettiik a csoveket, majd 20000 fordulat/perc sebességgel
torténd centrifugalas kovetkezett a rétegek szétvalasa érdekében. A két rétegb6l 100 pL
mintakat vettiink, amiket kémcsovekbe helyeztiink, majd Perkin-Elmer Packard Cobra gamma

szamlaloval mértiik a radioaktivitasukat, amelyeket cpm-ben kaptunk meg.

5.3.7  AS%Ga-mal jelzett kismolekuldk in vitro stabilitasanak meghatdrozdsa

A %Ga-NODAGA-APRPG-COOH, ®Ga-NODAGA-APRPG-NH;, %Ga-NODAGA-
YEVGHRC ¢és a %8Ga-NOTA-NGR-APRPG vegyiiletek stabilitisat egér szérumban 37 °C-on
vizsgaltuk a 5.2.7 fejezetben leirtak szerint. A radiojeldlt peptid-szarmazékokbol ~ 8 MBg-t az
egér szérumhoz adagoltunk, majd 37 °C-on inkubaltuk az elegyet. Ezutan 50 pL mennyiséget
vettiink a mintakbol 0, 30, 60, 90 és 120 percnél, tovabbi 50 uL hideg absz. EtOH-lal
elegyitettiik. A kivalt csapadékot 20000 fordulat/perc sebességgel, 5 percig centrifugaltuk. A
feliiloszo fazist Osszegyljtottiik, vizzel higitottuk, ezutdn pedig analitikai RP-HPLC
segitségével vizsgiltuk a %8Ga-NODAGA-APRPG-COOH, %Ga-NODAGA-APRPG-NH,,
%8Ga-NODAGA-YEVGHRC és a %Ga-NOTA-NGR-APRPG vegyiiletek radiokémiai

tisztasagat a 5.3.4 fejezet alapjan.
5.3.8 A sejttenyésztés soran alkalmazott korillmények

Az angiogenezis kimutatasara alkalmas vegyiileteink receptor-kotddési tulajdonségait
B16-F10 tumort hordoz6 egereken teszteltiik, ezért a mar korabban is emlitett egér eredetii

melanint termeld sejtvonallal dolgoztunk.

A sejttenyésztési modszer soran a B16-F10 sejteket DMEM (Dulbecco mddositott sas
tapoldat) tapkozegben, 10% FBS (magzati borju fehérje) szérummal ndvesztettiik, amihez 1%
(v/iv) MEM-et (nem esszencidlis aminosav), 1% MEM vitamint, 1% antibiotikus ¢&s

antimiotikus oldatot adagoltunk, amelyek biztositottdk a sejtek szdmara a fejlédéshez
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elengedhetetlen tapanyagokat, névekedési faktorokat, tovabba a megfelel6 fizikai, valamint
kémiai kornyezetet. Az altalanosan alkalmazott koriillmények kozott tortént a tenyésztés (5%
COg2, 37 °C), amelyek az optimalis feltételeket biztositottdk a novekedéshez. A sejteket két
naponta passzaltuk steril fiilkében, hiszen a mikroszkoppal torténdé folyamatos napi
megfigyelések soran, azt tapasztaltuk, hogy ez az az idépont, amely alatt a sejtosztodas véget
ér, innentdl a sejtszdm allandosult. Ezt kovetden Gjabb médiumot és vitaminokat adtunk a T75
tenyésztoflaskaba, ezaltal meghigitva a sejttenyésztést, eldsegitettiik azt az idealis kornyezetet,
amely koriilmények kozott a sejtek ujra osztodasra képesekké valtak. 5-6 passzalast kovetden

értiik el azt a sejtszamot (5 * 10° B16-F10 sejt), amely mar elegendd a tumor létrehozasahoz.
5.3.9  Allattartis kiriilményei

Az in vivo kisérletsorozathoz — amely sordn a %Ga-mal jelolt peptid-szarmazékaink
képalkotasi tulajdonsagait teszteltiik —, 12 hetes him, C57BL/6 egereket (n = 60) az Animalab
Ltd.-t61 (a The Jackson Laboratory viszonteladoja) vasaroltuk. A kisérleti munka soran
felhasznalt egereket konvencionalis koriilmények kozott (26 + 2 °C homérsékleten, 55 + 10%
paratartalommal, egyedileg szelldztetett ketrecekben, IVC rendszerben), valamint automatizalt
12 6rés ciklust mesterséges vilagitas mellett éltek. Az egerek taplalékaul a VRF-1 ragcsélo
taplalék szolgalt (Speciel Diets Services, Akronom Ltd.), tovabba az itatasuk steril ivovizzel ad

libitum tortént.

Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Allatkutatas Etikai Bizottsaga engedélyezte
(engedély szama: 8/2016 / DEMAB). A laboratériumi 4llatokat a magyar torvények, valamint

az Eurodpai Uni¢ allatjoléti iranyelvei és szabalyai szerint tartottuk.
5.3.10 Az dllatmodell

A B16-F10 melanotikus sejtvonal tenyésztési folyamata soran, altalaban 5-6 passzalas
elegendd volt a kivant sejtszam elérése érdekében, amely a mar emlitett 5 * 10° mennyiségii
sejtszam. A B16-F10 sejtek életképességét tripan kékkel vizsgaltuk, ahol minden esetben
megbizonyosodtunk afelél, hogy a sejtek életképessége a 90%-o0t meghaladta. C57BL/6
egereket alkalmaztunk allatmodellként, és a tumorsejtek beoltasat megeléz6en érzéstelenitést
hajtottunk végre, majd a bal vallak régidjat szortelenitettiik. Ezt kdvetden pedig a mar
elokészitett bal vall kornyékébe 150 pL sooldatot injektaltuk, amely 5 * 10 B16-F10 egér

eredetii melanint termeld sejteket tartalmazott. A tumorndvekedés mértékét minden masodik
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napon tolémércével mértiik, majd a tumor méretét a 5.2.11 fejezetben leirtakkal megegyezden

hataroztuk meg:
5.3.11 n vivo dllatkisérlet és kvantitativ PET-elemzés

A B16-F10 tumor indukciot kovetd 8. vagy 9. napon tortént meg a képalkotd vizsgalat
mindegyik peptid-szarmazék esetében miniPET kamera segitségével. A tumort hordozo (n =
40) és az egészséges, kontroll (n = 20) egerek érzéstelenitését kovetéen 5,5 + 0,7 MBq %8Ga-
NODAGA-APRPG-COOH, %Ga-NODAGA-APRPG-NH;, ®8Ga-NODAGA-YEVGHRC és a
8Ga-NOTA-NGR-APRPG vegyiileteket injektaltunk a lateralis farokvénan keresztiil. 90
perces inkubaciot kovetden az allatokat 3% izoflurannal (Foran) elaltattuk specialis inhalacids
altatogép segitségével. Az altatast fenntartva statikus PET-vizsgalatot (t = 20 perc) végeztiink
a MIniPET-II. kamera hasznalataval. A felvételek rekonstrukcidja BrainCad szoftver
alkalmazaséval tortént. A szubkutan kialakitott B16-F10 tumort és az izmot (amely hattérként
szolgalt) kézzel korbe rajzoltuk, azzal a céllal, hogy meghatdrozzuk ezen egységek VOI-jat. A
radioizotoppal jelolt peptid-prekurzorok dasulasanak mennyiségi értékét a standard felvételi
értékkel (SUV) és tumor/izom hanyados SUV értékeivel fejeztiik ki (SUVmean, SUVmax,
SUVmin).

5.3.12 Ex vivo biodisztribucios vizsgalatok

Az ex vivo biologiai eloszlast vizsgald méréssorozat alkalmaval, a kisérleti allatokat (n =
9) az in vivo vizsgalatokkal azonos médon, 5,5 + 0,7 MBq 8Ga-NODAGA-APRPG-COOH,
%8Ga-NODAGA-APRPG-NHz, ®Ga-NODAGA-YEVGHRC és a ®®Ga-NOTA-NGR-APRPG
vegylileteket injektaltunk a laterdlis farokvénan keresztiil altatds alatt. 90 perccel a
radiogyogyszerjelolt vegyiiletek beadasat kovetden az allatokat 3% izoflurdnnal tilaltattuk, ezt
kovetden kiilonféle mintakat gyljtottiink: vért, vizeletet, tovabba kis méretli szovetmintakat is
vettiink a majbol, 1€pbdl, vesékbdl, vékonybelbdl, vastagbélbdl, gyomorbdl, izombdl, zsirbol
€s magabol a B16-F10 daganatbdl, amelyeket eldre lemért kémcsovekbe helyeztiink, a mintakat
analitikai mérlegen mértiik, majd a kémcsovek radioaktivitasait gamma szamlaloval. Az
eredményeket 1D%-ban fejeztiik ki. Az ID%-ot a kovetkezd képlet alapjan szamoltuk:
([halmozott radioaktivitas (MBq) / szovet (g)] / [1 / teljes injektalt radioaktivitas (MBq)]) *
100.
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5.3.13 Statisztikai analizis

A kisérleti adatokat legalabb harom fliggetlen kisérlet atlag + szoras értékkel adtuk meg. A
szignifikanciat kétmintas Student t-probaval és kétutas ANOVA modszerrel szamoltuk. A

szignifikancia szint p < 0,05 volt, amennyiben ettdl eltérd, akkor azt jeleztiik.
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6. Eredmények

6.1 Kismolekulik nyomjelzése PET képalkotas céljabol
6.1.1  Kémiai és radiokémiai szintézis

A NODAGA-PCA-ot a 12. abran lathat6 reakciéséma alapjan allitottuk el6. A prekurzor
kémiai tisztasaga 99%-0s volt a félpreparativ. RP-HPLC-s tisztitast kovetOen.
Szerkezetvizsgalat céljabol 'H-NMR-t és ESI-MS-t alkalmaztunk, a mérések megerdsitették,
hogy a célmolekulat sikerrel allitottuk eld. A felsorolt méréseink eredményeként a kdvetkezdket
kaptuk: *H-NMR (DMSO-d6-400 MHz) § = 1,27-1,32 (t, 6H), 2,05-2,25 (m, 2H), 2,65-2,68 (t,
2H), 3,07-3,1 (m, 4H), 3,15-3,25 (m, 8H), 3,28-3,32 (m, 4H), 3,35-3,42 (m, 2H), 3,6-3,65 (t,
1H), 3,7-3,85 (m, 6H), 7,55-7,65 (d, 2H), 7,75-7,85 (d, 2H); ESI-MS-nél a szamitott s mért
értékek megegyeztek, amely [M + H]* = 593,32-nek adédott. A %Ga-NODAGA-PCA teljes
szintézise, beleértve a tisztitds és a formuldzds 1épést is 15-20 percet vett igénybe. A
bomlaskorrigalt hozam atlagos értéke 68,1 +6,7% (n = 12) volt, a radiokémiai tisztasag minden
esetben meghaladta a 98%-ot (13. abra). A radioizotopot tartalmazo kismolekula molaris
aktivitasa 14,95 + 3,9 GBg/umol volt.
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12. abra: A prokainamid konjugacioja makrociklusos kelatorral és a radiojelolés 1épései
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13. abra A %8Ga-NODAGA-PCA RP-HPLC kromatogramja (a mérések koriilményeit az

,»Anyagok és modszerek” részben részleteztem)

A HBED-CC-PCA eléallitasat a 14. abran részletezem. 4-amino-N-(2-dietil-amino-etil)-
benzamid-hidroklorid  és HBED-CC-tris(tBu)-észter  tetrafluorofenil ~ észterének
eltavolitasaval kaptuk meg a nyers terméket, amelyet félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk.
A HBED-CC-PCA tisztasagat analitikai HPLC-vel ellendriztiik, amely érték 98%-nak addodott.
A termék kémiai szerkezetét 'H-NMR-t és ESI-MS segitségével igazoltuk. Az ESI-MS-nél a
szamitott és mért érték megegyezettek: [M + H]" = 750,4. A 'H-NMR mérési eredményei a
kovetkezok voltak: (DMSO-d6-400 MHz) 6 = 1-1,07 (t, 6H), 2,5-2,7 (m, 8H), 2,78-2,97 (m,
10H), 3,55-3,63 (m, 6H), 4,12-4,25 (m, 4H), 6,7-6,75 (m, 2H), 6,8-6,85 (m, 2H), 6,95-7 (m,
4H), 7,65-7,75 (m, 2H). A radioizotopos jelolés teljes reakcidideje 15-20 perc volt, beleértve a

formulazast is.
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14. abra: A prokainamid konjugacioja nyiltlancu kelatorral és a radiojelolés sémaja

A bomlaskorrigalt hozam 68,87 % + 8,25 volt (n = 12), a radiokémiai tisztasag
ellendrzése soran minden alkalommal 98%-nal magasabb értéket mértiink, tovabba a harom
sztereoizomer, jol lathatdan megkiilonboztethetd a radiodetektor segitségével (15. abra). A
radioizotopjeldlt HBED-CC-PCA vegyiilet molaris aktivitasa 14,81 + 1,71 GBg/pmol volt. A
mindségellendrzési mérések azt mutattdk, hogy a végtermékben a lehetséges izomerek

kiilonb6z6 aranyban megjelentek.
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15. abra: A %8Ga-HBED-CC-PCA RP-HPLC kromatogramja (a mérések koriilményeit az

,»Anyagok és modszerek” részben részleteztem)

6.1.2 A %Ga-mal jelzett kismolekulik oktanol/PBS megoszlasi hdnyadosdnak

(LogP) és in vitro stabilitasanak meghatdrozdsa

Meghataroztuk a 8 Ga-NODAGA-PCA megoszlasi hanyados (LogP) értékét, amely -2,79
+ 0,10 adoédott, ami arra utal, hogy a radiojel6lt kismolekula hidrofil tulajdonsagokkal
rendelkezik, tehat a farmakokinetikai tulajdonsagaibol kovetkezéleg dontden a vizelettel fog
iriilni. A metabolikus stabilitas meghatarozasa céljabol radiojeldlt molekulat in vitro patkany
és egér szérumban, 37 °C hémérsékleten vizsgaltuk analitikai radio-HPLC segitségével. Az
egér szérumban végzett inkubalas soran 0, 30, 60, 90 és 120 percnél vettiink mintdkat, amely
soran az eredeti jeldlt vegytilet radiokémiai tisztasaga a kovetkezden alakult: 0 perc = 98,8%;
30 perc = 98,2%; 60 perc = 96,8%; 90 perc = 96,5%; 120 perc = 95,7%. A patkany szérumban
végzett 2 Oras inkubalas utan az eredeti vegyiilet szintén kb. 95%-a maradt intakt. Ezen
eredmények azt mutatjdk, hogy az alkalmazott koriilmények kozott a vegyiilet megfeleld
stabilitassal rendelkezett, és szamithatunk arra, hogy az in vivo vizsgalatok soran a PET

felvételeken tapasztalhatd dusulasok a radiogyogyszertdl szarmaznak.

A %8Ga-HBED-CC-PCA megoszlasi hanyados (logP) értéke -2,19 + 0,12 volt. A ®Ga-
NODAGA-PCA-dal (-2,79 + 0,10) dsszehasonlitva ez azt jelenti, hogy a masodik vegyiilet
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lipofilitasa kissé magasabb, de a vegyiilet még mindig er6sen hidrofil. Feltételezhetd tehat,
hogy a kiliriilése a szervezetbdl hasonlod utvonalon zajlik, mint kordbban irtuk. Ugyancsak
elvégeztiik a ®®Ga-HBED-CC-PCA vegyiilet stabilitisi méréseit patkany és egér szérumban 37
°C-on, az elébbivel azonos metodika szerint. A méréssorozat soran a radiokémiai tisztasagra a
kovetkezo értékeket kaptuk: O perc = 91,8%; 30 perc = 91,3%; 60 perc = 90,2%; 90 perc =
87,5%; 120 perc = 74,5%. A patkadny szérumban végzett 2 6rds inkubdlas utdn az eredeti
vegyltilet kb. 75% -a sértetlennek bizonyult.

6.1.3  Invitro kisérletek a melanin-specificitas meghatdrozasdra

Az in vitro kisérleti koriilmények kozott eldszor a ®Ga-NODAGA-PCA melanin-
specificitasat vizsgaltuk melanin pozitiv B16-F10 és melanin negativ Melur sejtvonalak
alkalmazasaval (16. abra). 30 és 90 perces inkubacids id6 utan szignifikans (p < 0,01)
kiilonbségeket figyeltiink meg a melanin pozitiv (1,66 + 0,43 — 30 percnél; 2,60 + 0,72 — 90
percnél) és a melanin negativ (0,12 + 0,04 — 30 percnél; 0,14 + 0,06 — 90 percnél) sejtvonalak
farmakon-felvétele kozott. A kiaramlasi vizsgalatoknal is szignifikans (p < 0,01) kiilonbséget
taldltunk a melanin pozitiv és negativ sejtvonalakon a radiogydgyszerjelolt vegyiilet
viselkedése kozott. Ezekben a kisérletekben a sejteket elészor *8Ga-NODAGA-PCA-dal
toltottiik fel, majd intenziv mosasi 1épések kovetkeztek, ezutan pedig a sejteket tovabb
inkubaltuk radioaktivitas nélkiil 10 percig. A melanin tartalmu B16-F10 sejtvonal mindkét
idépontban szignifikinsan magasabb ®3Ga-NODAGA-PCA tartalmat mutatott (0,78 + 0,15 —
30 percnél; 1,42 + 0,43 — 90 percnél), mint a melanin-negativ Melur sejtvonal (0,08 + 0,04 —
30 percnél; 0,08 + 0,02 — 90 percnél). A B16-F10 sejtvonal esetében a radiogyogyszerjelolt
vegyiilet dusulas mértéke koriilbeliil 13-szor magasabb volt a 30. percben, és 18-szor a 90.
perchen, mint a Melur sejtekben. Ezek az aranyok nem valtoztak jelent6sen a kiaramlasi
vizsgalatoknal sem, ahol 30 és 90 perc inkubacios id6t 10 perc kiaramlas kovetett, ezt kdvetden
a B16-F10 sejtek radiogyogyszerjelolt vegytilet felvétele 30 percnél 9-szer, 90 percnél 17-szer
nagyobb volt, mint az amelanotikus Melur sejteknél.
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16. abra: Idéfiiggé in vitro vizsgalatok (felvétel és kidramlas) %8Ga-NODAGA-PCA
vegyiilettel melanotikus (B16-F10) és amelanotikus (Melur) melanoma sejtvonalakon.
Szignifikancia szint: p < 0.01 (**). Az eredmények harom fliggetlen mérés atlaganak és a

szorasnak felelnek meg, minden egyes sorozatot haromszor ismételtiink meg.

In vitro telités kotodési vizsgalatokat végeztiink a két radiogyogyszerjelolt vegyiilettel
B16-F10 sejteken. Az in vitro telités kotodési mérések soran pozitiv korrelaciot talaltunk a
%8Ga-NODAGA-PCA koncentracidja és a megkotddott radioaktivitas kozott (17. A 4bra).
Hasonl6 dsszefliggés lathaté a 3Ga-HBED-CC-PCA esetében is, azonban ennél a vegyiiletnél
szignifikansan alacsonyabb a meredekség (17. B 4bra). A ®8Ga-NODAGA-PCA ¢és a %8Ga-
HBED-CC-PCA melanin specifikussagat melanotikus B16-F10, amelanotikus A375 ¢és
MELUR sejtvonalakon teszteltiik. A sejtek felvételét és kidramlasat melanoma sejtek
felhasznalasaval vizsgaltuk szuszpenzioban és egyrétegii kulturakban (lasd 5.2.10 fejezetben).
A szuszpenzidban a *8Ga-NODAGA-PCA és a %8Ga-HBED-CC-PCA felhalmozodasa a B16-
F10 sejtekben szignifikansan magasabb volt (p < 0,05 és p < 0,01), mint az amelanotikus A375
vagy MELUR sejtekben (17. C és D abra). Azokban a kisérletekben, amelyekben

Osszehasonlitottuk a két melanin-specifikus radiogyogyszerjelolt vegyiilet sejtfelvételét, azt
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talaltuk, hogy a ®Ga-NODAGA-PCA felhalmozdédasa a B16-F10 sejtekben szignifikansan
magasabb (p < 0,001) (1,56 + 0,39 — 30 percnél; 2,58 + 0,69 — 90 percnél), mint a ®8Ga-HBED-
CC-PCA-¢ (0,06 + 0,017 — 30 percnél; 0,17 + 0,03 — 90 percnél). Hasonl6 eredményeket
kaptunk, amikor tapadé sejteket alkalmaztunk (B modszer) a két radioizotopjelolt vegyiilet
melanin-specifikussaganak meghatarozasa céljabol (17. E és F abra). Amikor ezt a technikat
hasznaltuk a sejtfelvétel vizsgalatdhoz, szignifikinsan nagyobb (p < 0,01) 8Ga-NODAGA-
PCA akkumulaciot talaltunk a melanint termelé B16-F10-ben (1,97 + 0,44 — 30 percnél; 3,61
+ 0,46 — 90 percnél), mint az amelanotikus A375 (0,30 + 0,09 — 30 percnél; 0,27 + 0,18 — 90
percnél) vagy a MELUR (0,18 + 0,07 - 30 percnél; 0,31 + 0,24 - 90 percnél) sejtekben. A
melanotikus B16-F10 sejtekben a ®8Ga-NODAGA-PCA felvétel értéke mindegyik idépontban
megkozelitdleg hétszerese volt, mint a ®Ga-HBED-CC-PCA-¢, amely eredmény igazolja a
NODAGA kelatorral konjugalt prokainamid magasabb melanin-kétddési képességét, vagy
pedig a sejthartyan torténd konnyebb atjutasat. Ezen altalanos tapasztalatok mellett azt is
megfigyeltik, hogy %Ga-NODAGA-PCA ¢és ®Ga-HBED-CC-PCA felhalmozddasa

fokozottabb a tapadé melanoma sejteknél, mint a szuszpenzidban.

A Kidramlasi (efflux) kisérletekben a sejteket elészor ®Ga-NODAGA-PCA-dal vagy
8Ga-HBED-CC-PCA-dal ,toltottiik fel”, majd alapos mosasi ciklusok utdn a sejteket
radioaktivitas nélkiil tovabbi 10 percig inkubaltuk. Ezt a fajta kisérleti elrendezést hasznalva is
szignifikans (p < 0,01) kiilonbségeket taldltunk a melanin pozitiv és negativ sejtvonalak ®3Ga-
NODAGA-PCA felhalmozodasa kozott (17. C és E abra), fiiggetleniil a sejtkultira tipusatol.
Altaldnossagban elmondhaté, hogy a radiofarmakon nélkiil tortént inkubacios periddus
csokkend akkumulacidt eredményezett, vélhetdleg abbol az okbdl kifolyolag, hogy a sejtekbe
bejutott radioligandum két formajat is mérhettiik egyszerre — a melaninhoz k&tédott allapotot,
illetve azt a mennyiséget is, amelyik csak bearamlott a sejtekbe a kiils6, magasabb koncentracid
eredménye kovetkeztében. Egyediil a szuszpenzios sejttenyészetek esetében, a %8Ga-HBED-
CC-PCA ligandumot hasznalva tapasztaltuk azt, hogy gyakorlatilag nem csokkent a kot6édott
farmakon koncentracidja, igaz, ebben az esetben volt a legalacsonyabb a felvétel, és
feltételezhetjiik, hogy a stabilan ko6t6dott mennyiség még megfelelt a rendelkezésre allo
melanin mennyiségének. Az elméletet alatamasztja, hogy a kitapado sejtek esetében a kimosasi
szakasz utan nagysagrendben ugyanolyan mértékii felvételt tapasztaltunk, mint a szuszpenzios

sejtek esetében, kimosas eldtt €s utan mérve.
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17. abra: A melanin-specifikus 8Ga-NODAGA-PCA és ¥ Ga-HBED-CC-PCA Kkiilonb6z6
sejtvonalakon végzett telitési kotodési, sejtfelvételi és kiaramlasi vizsgalata. In vitro telitési
kotddési vizsgalatok B16-F10 sejtekben, kiilonbozé koncentracioji ®8Ga-NODAGA-PCA-dal
(A) és 8Ga-HBED-CC-PCA-dal (B) inkubalva 37 °C-on, 1 6ran keresztiil. A B16-F10, A375
és MELUR sejtek ®3Ga-NODAGA-PCA (C, E) és %8Ga-HBED-CC-PCA (D, F) felvételének és
kitiriilésének 1d6fliggd vizsgalata szuszpenzidban (C, D), valamint letapadé sejtekben (E, F).
Szignifikancia szint: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**). A bemutatott adatértékek harom fliggetlen

kisérlet eredményének + SD atlagai, amelyek mindegyikét harom alkalommal hajtottunk végre.
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6.1.4  Szervi eloszldsi vizsgdlatok egészséges egereken

Az in vivo és ex vivo biodisztribuciods vizsgalatok egészséges kontroll C57BL/6 egereken
torténtek, 7,0 £ 0,2 MBq aktivitast injektdltunk a ®3Ga-NODAGA-PCA radiogydgyszerjeldlt
vegyltiletbdl, majd 90 perc elteltével teljes test miniPET-vizsgalatot végeztiink, ahol a bioldgiai
eloszlast értékeltiik. A bomlas-korrigalt reprezentativ koronalis miniPET/CT felvételt a 18. A
abra mutatja be. A Kontroll allatok esetében alacsony duasulast figyeltink meg a hasi
szervekben, szovetekben (maj, 1ép, belek) és a mellkasi régioban. A vizeletkivalasztas
szervezeten beliili Gtvonal (vese és a hodlyag) egyértelmiien lathatova valt 90 perccel a

radiogyogyszerjelolt vegyiilet beadasat kovetéen (18. A abra).

Ezek az in vivo miniPET/CT biodisztribucids eredmények jol korrelaltak a 18. B abran
Osszefoglalt ex vivo adatokkal. Az ex vivo szervi- és szoveteloszlasi vizsgalatokhoz az allatokat
90 perccel a %¥Ga-NODAGA-PCA injekcio beadasat kdvetden tulaltattuk 3%-0s izoflurannal,
ezt kovetden felboncoltuk, mintakat vettiink, majd a szovetek és szervek felhalmozodott
aktivitdsat gamma szamlaloval mértiik. 90 perccel a 8 Ga-NODAGA-PCA injekcio utan a vesék
(0,51+0,19) és a vizelet (0,53 + 8,24) DAR-értékei magasak voltak a kontroll egerekben. Ezzel
szemben nagyon alacsony volt a %Ga-mal jelslt prokainamid-szarmazék halmozas mérteke a
majban (0,07 + 0,02), a belekben (0,04 + 0,01), a 1épben (0,03 + 0,01), a gyomorban (0,03 +
0,01), a tiidében (0,02 + 0,01) és az izomban (0,01 £ 0,005).

Ezt kovetéen a %8Ga-NODAGA-PCA és Ga-HBED-CC-PCA vegyiiletek in vivo és ex
Vivo biodisztriblicids vizsgalatanak eredményeit hasonlitottuk dssze kontroll egereken. A teljes
test PET/MRI képalkotasi és az ex vivo szervi megoszlasi vizsgalatat 90 perccel a 10,3 + 0,3
MBq %Ga-NODAGA-PCA vagy %Ga-HBED-CC-PCA intravénas injekciojat kovetden,
ugyancsak egészséges C57BL/6 egereken végeztik. A reprezentativ koronalis PET/MRI
képeket a 19. abra szemlélteti. A PET képek kvalitativ elemzésével lathato, hogy a vesékben és
a holyagban talaljuk a legnagyobb dusulast. Ez a megallapitas egyértelmiien korrelal a 6.1.1
fejezetben leirt feltételezésiinkkel, hogy a *8Ga-NODAGA-PCA és a 8Ga-HBED-CC-PCA
hidrofil vegyiiletek, ezért valoszintileg a vizelettel fognak kivalasztodni a szervezetbdl. A 109.
abran az is jol megfigyelhetd, hogy mindkét radiogyogyszerjelolt vegyiilet — a 90 percig tartd

inkubacios 1d6 utan —, alacsony akkumulaciét mutat a has €s a mellkasi régioban.
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18. abra: In vivo és ex vivo biodisztribuciés eredmények a %8Ga-NODAGA-PCA
esetében. A: Az egészséges kontroll C57BL/6 egér reprezentativ koronalis miniPET/CT képe
90 perccel a radioizotopjelzett vegyiilet injektalasa utan. Sarga nyil: m4j; piros nyilak: vesék;
fehér nyil: holyag vizelettel. B: a nyomjelzd felvételének kvantitativ elemzése kontroll
allatokban (n = 5) 90 perccel a ®®Ga-NODAGA-PCA injekcié bead4sa utan. A DAR atlag + SD

értékekkel vannak feltintetve.

A kontroll allatok, in vivo PET/MRI eredményei jol egyeznek a 19. C abran bemutatott
ex vivo adatokkal. Ezekhez a mérésekhez az allatokat 90 perccel a radiogyogyszerjeldlt
vegyiilet injektalasat kovetden talaltattuk, majd a boncolas utan a szervekben és a szovetekben
felhalmozoddott radioaktivitast gamma szamlaléval meghataroztuk. Kvantitativ elemzéssel nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a szervek és szovetek DAR-értékei kozott a két vegyiilet
alkalmazasa soran (19. C abra). Figyelemre mélto akkumulaciot talaltunk a vesékben (kb. DAR:
0,2-0,5) és a vizeletben (kb. DAR: 44-55) mindkét radioizotopjelzett vegyiilet hasznalatakor.
Ezzel szemben mérsékelt felvételt mértiink alacsony DAR-értékekkel az agyban (0,02 + 0,01),
majban (0,05 + 0,02), bélben (0,04 = 0,01), 1épben (0,03 £ 0,01), tiidében (0,02 £+ 0,01) és az
izomban (0,01 + 0,008) %8Ga-NODAGA-PCA alkalmazasaval. Alacsonyabb a dusulas mértéke
az agyban (0,01 + 0,007), a majban (0,02 + 0,01), a bélben (0,03 £+ 0,01), a 1épben (0,01 +
0,008), a tiiddben (0,01 £ 0,008) és az izomban (0,01 + 0,006) a *8Ga-HBED-CC-PCA esetében.
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19. abra: In vivo és ex vivo biodisztribuciés eredmények 8Ga-NODAGA-PCA és 8Ga-
HBED-CC-PCA esetében. A: Egészséges CS57BL/6 egér reprezentativ koronalis
microPET/MRI képe 90 perccel az radioizotopjelzett vegylilet injektalasat kovetden. Fehér
nyil: holyag vizelettel. B: A radiogydgyszerjelolt vegyiilet kvantitativ elemzése a kontroll
allatokban (n = 5) 90 perccel a ®8Ga-HBED-CC-PCA injektalasa utan. A DAR értékeket atlag
+ SD-ként adtuk meg.
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6.1.5 PET/MRI képalkotds és ex vivo biodisztribucios vizsgalatok tumoros egereken

El6szor a %8Ga-NODAGA-PCA ligandum alkalmazhatosagat igyekeztiink bizonyitani in
Vivo és ex vivo koriilmények kozott, bor ala beiiltetett melanotikus B16-F10 ¢s amelanotikus

Melur daganatokon 21 + 2 nappal a tumorsejtek beoltasa utan.
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20. abra: A %8Ga-NODAGA-PCA B16-F10 (A-C) és Melur (D-F) daganatok in vivo

képalkotasi tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa 90 perccel a radiogyogyszerjelolt vegyiilet
injektalasat kovetéen. A bor alatt novekvd melanin pozitiv B16-F10 (piros nyilak) és

amelanotikus Melur (fehér nyilak) daganatok reprezentativ axialis CT (A, D), miniPET (B, E)

kvantitativ elemzése B16-F10 (n = 5) és Melur (n = 5) tumorokban. G abra besztrasa: A B16-
F10 és a Melur daganatok ®3Ga-NODAGA-PCA felvételi aranya. Az adatokat atlag + SD-ként

adtuk meg. T/M: tumor/izom arany. Szignifikancia szint: p < 0,01 (**).
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A kisérleti allatokrol késziilt PET felvételeket (bomlas korrigalt reprezentativ axialis) a
20. abra mutatja be. A B16-F10 tumor jol kivehetd a ®®Ga-NODAGA-PCA injektalasa utan 90
perccel (20. B és C abra). A PET-képek kvantitativ elemzése utan szignifikans kiilonbségeket
talaltunk (p < 0,01) a vizsgalt B16-F10 és Melur daganatok SUV-értékeiben. A melanint
termeld B16-F10 tumorok a kovetkezd értékeket mutattdk: SUVmean, SUVmax, T/M
SUVmean ¢s T/M SUVmax 0,35 + 0,09, 2,03 + 0,87, 11,3 + 2,28, illetve 13,99 + 3,25.
Osszevetve az adatsort az amelanotikus Melur tumorok mérésénél kapott hasonld
paraméterekkel (0,07 + 0,03, 0,30 £ 0,06, 1,12+ 0,25, illetve 0,97 + 0,14) megallapitottuk, hogy
elébbiek szignifikdnsan magasabbak voltak (p < 0,01). Ezzel a kisérleti elrendezéssel igazoltuk
in vivo kériilmények kozott, hogy a ®Ga-NODAGA-PCA vegyiilet kotddése a tumorban
melanin specifikus (20. G abra).

A %8Ga-NODAGA-PCA melanin-specificitisanak tovabbi megerdsitéséhez szubkutan
novekvo B16-F10 és amelanotikus Melur tumorokon ex vivo biodisztribucios vizsgalatokat is
elvégeztink 90 perccel az radioizotopjelzett vegyiilet beadasat kovetéen. A 7. tablazat
bemutatja, hogy a B16-F10 tumor %8Ga-NODAGA-PCA felvétele szignifikansan (p < 0,01(**))
magasabb volt, mint a Melur tumoré. Ez a koriilbeliil harmincszor nagyobb halmozas a B16-
F10 melanomaban ex vivo koriilmények kozott alatdmasztotta a hipotézist, hogy a
radiogyogyszerjelolt szarmazék a melanin pigmenthez specifikusan kotodik. A két tumor kozott
szintén szignifikans kiilonbséget talaltunk (szignifikancia szint: p <0,01), amikor a tumor/izom
(hattér) aranyt értékeltiik ki (7. tablazat).

7. tablazat: ®®Ga-NODAGA-PCA felvétel (DAR) B16-F10 és Melur daganatok
esetében; 90 perccel a vegyiilet beadasat kovetéen €s 20 + 2 nappal a tumorsejt beoltasa
utan. Szignifikancia szint a B16-F10 és a Melur adatai kozott: p < 0,01 (**).

Szerv/szovet DAR B16-F10 (n =5) DAR Melur (n =5)
Tumor (s. c.) 0,31+ 0,04** 0,01 +0,01
Tumor/izom 16,86 + 3,14 1,29+0,31

A ®Ga-NODAGA-PCA és a ®F-FDG duasuldsat a bor alatt ndvekvd melanoma
daganatokban miniPET-vizsgalatokban vetettiik 6ssze 90, illetve 60 perccel a radioligandumok
injektalasa utan (21. abra). A B16-F10 és Melur daganatok egyértelmiien lathatova valtak a
leggyakrabban hasznalt, de nem specifikus tumormarker F-FDG-vel. A melanin-specifikus
%8Ga-NODAGA-PCA alkalmazasaval magas jel-zaj értéket taldltunk a melanint termel$ B16-

F10 tumorokban, amely éles kontrasztot adott alacsony hattéraktivitassal. Ezzel szemben a
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melanin negativ Melur daganatok minimalis %®Ga-NODAGA-PCA akkumulaciot mutattak (21.
A ébra).

A 68Ga-NODAGA-PCA CBCT 3D reconstruction
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21. abra: A: B16-F10 (fekete nyilak) és Melur (piros nyilak) daganatok reprezentativ
axialis miniPET képei a 8Ga-NODAGA-PCA és a '®F-FDG injektaldsa utan. A felvételek
20 és 21 nappal a tumorsejtek injektalasat kovetden torténtek, kiilonbozo radioligandumokkal,
de ugyanazon a tumoron. A CBCT képen a piros vonal mutatja a PET-nél kivalasztott axialis

szeletek helyzetét. Fehér nyil: szubkutan névekvé Melur tumor. B: az in vivo koriilmények

crer

crcr

amelanotikus Melur (n = 5) daganatokban 90, illetve 60 perccel ®8Ga-NODAGA-PCA és 8F-
FDG injekcid utan. Szignifikancia szint: p <0,05(*); p <0,01(**).
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A PET-képek kvantitativ elemzése utan a B16-F10 melanoma tumorok szignifikansan (p
< 0,01) magasabb ®F-FDG felvételt mutattak (SUVmean: 4,79 + 0,88, SUVmax: 10,35 + 2,7),
mint a ®8Ga-NODAGA-PCA (SUVmean: 0,35 = 0,09, SUVmax: 2,03 + 0,87). Ezzel szemben,
amikor a tumorok %Ga-NODAGA-PCA felvételi értékeit dsszehasonlitottuk a hattér (izom)
aktivitassal, azt talaltuk, hogy a T/M SUVmean ¢s a T/M SUVmax a kdvetkezdek szerint
alakultak 11,3 + 2,28, illetve 13,99 + 3,25. Ezek az értékek kortilbeliil kétszer vagy haromszor
magasabbak voltak a ®F-FDG megegyezd paramétereinél, ahol a T/M SUVmean és T/M
SUVmax értékek 5,27 + 0,81 és 4,83 + 1,17 voltak (21. B abra). A Melur daganatok PET
leképezése soran nem kizardlag a daganatok radiofarmakon-halmozo képessége volt
szignifikinsan (p < 0,01) magasabb a ®F-FDG injekciok utan, de a jel-zaj viszony is,
(SUVmean: 0,92 + 0,10, SUVmax: 1,51 £ 0,11, T/M SUVmean: 4,42 + 0,58 és T/M SUVmax:
3,27 + 0,23) osszevetve a melanin specifikus ®Ga-NODAGA-PCA hasonlé értékeivel (21. C
abra).

A BF-FDG és a %8Ga-NODAGA-PCA viselkedését nem kizarolag bor ala iiltetett
tumorokban hasonlitottuk Ossze, hanem vizsgaltuk B16-F10 sejtek okozta tiid6
metasztazisokban is. Ezeket a kis allat PET in vivo és ex vivo biodisztribucios méréseket 21 +
2 nappal a tumorsejtek intravénas injekcidja utan végeztiik el. A kontroll és a daganatot hordozo
egerek bomlassal korrigalt axialis miniPET/CT képeit a 22. abra mutatja. A tiidében eléforduld
metasztatikus elvaltozasok mindkét vegyiilettel egyértelmiien lathatova valtak (22. B és C
abra). A PET-képek kvantitativ elemzése utan kideriilt, hogy hasonl6éan a korabbi modellben
tapasztalhatokhoz, a 18F-FDG felvétel SUV-értékei (SUVmean: 2,14 + 0,7 és SUVmax: 5,26 +
1,27) szignifikansan (p < 0,01) magasabb voltak, mint a melaninra specifikus ®®Ga-NODAGA-
PCA (SUV-atlag: 0,15 + 0,04, SUVmax: 0,42 + 0,06) (22. H abra) paraméterei. Azonban a
tumor/izom (T/M) és a tumor/tiidé (T/L) értékek elemzése soran a *8Ga-NODAGA-PCA
felvételi arany szignifikansan (p < 0,05 és p < 0,01) magasabb volt, mint a *®F-FDG-¢é. A %Ga-
NODAGA-PCA felvétel a B16-F10 tiid6-attétekben koriilbeliil hat- vagy nyolcszorosan
magasabb volt a jel/zaj viszony. Amikor a tiid6 szolgalt referenciaként, akkor T/L SUV: 6,66 +
0,43, T/L SUVmax: 8,4 + 0,77 értéket mértiink, mig az izom esetében T/M SUVmean: 7,66 +
0,78, T/M SUVmax: 8,2 + 0,94 aranyokat kaptunk. A ®F-FDG alkalmazasaval ezek a
paraméterek alacsonyabbnak bizonyultak (T/M SUVmean: 3,32 + 0,62; T/M SUVmax: 4,3 +
0,68; T/L SUVmean: 2,15+ 0,21; T/L SUVmax: 3,68 + 0,48) (22. H abra).
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22. abra: A 8Ga-NODAGA-PCA és a 8F-FDG képalkotasi tulajdonsaganak értékelése
metasztatikus B16-F10 tumorokon, 20 nappal a tumorsejtek intravénas injektalasa utan.
Felsd sor: Reprezentativ axialis CT és PET/CT felvételek (CT (A), 8F-FDG-PET/CT (B) és
8Ga-NODAGA-PCA-PET/CT (C)) ugyanazon a tumoros egérrdl. Fehér nyilak: metasztatikus
B16-F10 elvaltozasok a tiiddben. K6zépso sor: egészséges kontroll egér reprezentativ axialis
CT és PET/CT képei (CT (D), ®F-FDG-PET/CT (E) és ®Ga-NODAGA-PCA-PET/CT (F)).
Also sor: metasztatikus B16-F10 elvaltozasok (fehér nyilak) 20 nappal a tumorsejt injektalasa
utan (G), valamint in vivo koriilmények kozott a radioizotopjelzett vegyliletek halmozas
értékeinek (H) kvantitativ elemzése B16-F10 tumorokban ¥Ga-NODAGA-PCA (n = 5) és 18F-
FDG (n = 5) felhasznalasaval. Szignifikancia szint: p < 0,05(*); p <0,01(**).

Egy nappal a képalkotasa utan ex vivo biodisztribucids vizsgalatokat végeztiink

ugyanazokon az allatokon. Az in vivo adatok korrelaltak az ex vivo eredményekkel. A B16-F10
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daganatot hordozo egereket tulaltattuk és felboncoltuk 90 vagy 60 perccel a 8Ga-NODAGA-
PCA vagy a 8F-FDG injektalasat kovetden. A daganatok, az izom és a tiidé radioizotopjelzett
értékeket. A boncolast kovetéen tumor metasztazisokat talaltunk a tiidoben (22. G 4bra). A
metasztatikus tiidé melanoma daganatokban a magas ‘®F-FDG és a viszonylag alacsony *Ga-
NODAGA-PCA felvételi érték ellenére (8. tablazat), a ®Ga-NODAGA-PCA tumor/hattér

(tiid8, izom) aranya kb. haromszor nagyobb, mint a ®F-FDG esetében.

8. tablazat: A vegyiiletek felvétele (i.v. 20 + 2 nappal a tumorsejt beoltasa utan) a
B16-F10 tiidédaganatokban (DAR). Szignifikancia szint a ®®Ga-NODAGA-PCA és a
BE-FDG értékei kozott: p < 0,05 (*); p < 0,01 (**).

Szerv/szovet DAR Ga-NODAGA-PCA DAR 8F-FDG (n = 5)
(n=5)
Tumor (B16-F10) 0,16 + 0.07** 2,12+ 0,46
Tumor/izom arany 7,91+ 1,26* 2,84 + 0,69
Tumor/tiido arany 6,73 +1,48- 2,53 +0,58

A %8Ga-mal jelolt két PCA-szarmazék melanin-specifikus kotédését melanotikus B16-
F10, amelanotikus A375 és MELUR tumoros allatokon hasonlitottuk Gssze in vivo
koriilmények kozott. Az in vivo vizsgalatok soran 10,3 = 0,3 MBq ®Ga-NODAGA-PCA vagy
%8Ga-HBED-CC-PCA a lateralis farokvénan keresztiil injektaltunk az egerekbe, majd 90 perc
inkubacios id6 elteltével teljes test PET vizsgalatot végeztiink preklinikai PET/MRI
késziilékkel. A B16-F10 melanoma daganatok reprezentativ teljes test koronalis és axialis
PET/MRI képét a 23. abran mutatjuk be. A PET/MRI képek kvalitativ elemzésével a szubkutan
novekvé B16-F10 daganat egyértelmiien lathatova valt 90 perccel a %Ga-NODAGA-PCA
injektalasa utan (23. A édbra, piros nyilak). A PET-képek kvantitativ elemzése utan szignifikans
kiilonbségeket (p < 0,01) talaltunk a ®®Ga-NODAGA-PCA (SUV érték: 0,46 + 0,05, SUVmax:
1,93 £ 0,25) és a %®Ga-HBED-CC-PCA (SUV érték: 0,13 + 0,01, SUVmax: 0,56 + 0,11)
vegyiiletek akkumulaciojaban melanin pozitiv B16-F10 daganatokban (23. C abra). A B16-F10
daganatok 8Ga-NODAGA-PCA felvételének az izom (hattér) aktivitdssal torténd normalasa
utan a kovetkezé értékeket kaptuk: T/M SUVmean = 40,7 + 4,23; T/M SUVmax = 23,55 +
3,45. Ezek a T/M SUYV értékek megkdzelitéleg négyszeresen magasabbak voltak, mint a %8Ga-
HBED-CC-PCA hasonl6 paraméterei, ahol a T/M SUVmean és T/M SUVmax értékek 11,43 +
1,24 és 6,82 + 0,96-nak bizonyultak (23. C abra).
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23. abra: Reprezentativ teljes test koronalis (A és B: felsé sor), valamint axialis (A és B:
also sor) nanoScan PET/MRI képek ugyanazon a B16-F10 melanoma daganatot hordozo
C57BL/6J egérrdl 21 nappal a tumorseijt oltasat kovetden és 90 perccel a 8 Ga-NODAGA-PCA
(A, piros nyilak) és a 8Ga-HBED-CC-PCA (B, fehér nyilak) intravénas injekcidja utan (Sarga
nyilak: vese). A ®8Ga-NODAGA-PCA (n = 10) és a %Ga-HBED-CC-PCA (n = 10) kvantitativ
SUV elemzése a B16-F10 daganatokban (C) SUVmean, SUV max értékkel feltiintetve, tovabba
a tumor/izom arany T/Mmean, TMmax értékekkel (D). Szignifikancia szint: p < 0,01 (**).

Mint azt kordbban elvégzett méréseink alapjan megjosolhato volt, nagyon alacsony %¢Ga-
NODAGA-PCA és %®Ga-HBED-CC-PCA felvételt figyeltiink meg, amikor az amelanotikus
daganatokat (MELUR, A375) PET/MRI-vel vizsgaltuk (24. abra). A PET-képek kvantitativ
elemzésével megallapitottuk, hogy az amelanotikus daganatok SUV-értékei (24. E abra) és a
tumor/izom arany (24. F abra) szignifikansan (p < 0,01) alacsonyabbak, mint a B16-F10
daganatok esetén. Ezenkiviil nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a 8Ga-NODAGA-PCA és
a %Ga-HBED-CC-PCA radiogyogyszerjeldlt vegyiiletek halmozasa kozott az amelanotikus
MELUR ¢és A375 daganatokban.
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24. abra: A melanint nem termelé6 daganatokban a radioizotépjelzett vegyiiletek
akkumulaciéjanak in vivo értékelése. A MELUR (A, B; fehér nyilak) és az A375 (C, D; sarga
nyilak) melanoma daganatot hordoz6 SCID egerek reprezentativ axialis PET/MRI képei 23
nappal a daganatsejt-injektalasa utan és 90 perccel a ®8Ga-NODAGA-PCA (A, C), és a ®8Ga-
HBED-CC-PCA (B, D) radiogyogyszerjelolt szarmazékok intravénas beadasat kovetden. A
8Ga-NODAGA-PCA (n = 10) és a Ga-HBED-CC-PCA (n = 10) felvételének kvantitativ
SUV-elemzése amelanotikus daganatokban (E), valamint a tumor/izom aranyuk (F).
Szignifikancia szint: p <0,01 (**)

A ®8Ga-NODAGA-PCA és a 8Ga-HBED-CC-PCA melanin-specifikussaganak tovabbi
bizonyitasara ex vivo biodisztribucios vizsgalatokat is végeztiink a radioligandumok beadasa
utan 90 perccel, a szubkutan 1étrehozott B16-F10 melanotikus, valamint az amelanotikus A375
és MELUR daganatok alkalmazasaval. A 9. tablazat bemutatja, hogy a ®®Ga-NODAGA-PCA
felvétele szignifikansan (p < 0,01 (**)) magasabb volt a B16-F10 tumor esetében, mint az A375
vagy MELUR daganatokban, megerdsitve ezzel a %8Ga-NODAGA-PCA melanin kotés
specifikus voltat ex vivo biodisztriblicios vizsgalatban. A tumor/izom arany elemzésével a B16-
F10 és az amelanotikus daganatok (A375 és MELUR) kozotti kiilonbség szintén szignifikans
volt, szignifikancia szint p < 0,01. A %Ga-HBED-CC-PCA szignifikdnsan (p < 0,05 (*))
nagyobb felvételt mutatott a melanin pozitiv B16-F10 daganatokban, mint az amelanotikus

daganatokban, azonban a %Ga-HBED-CC-PCA halmozasa a melanoma sejtvonalakban
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alacsonyabb volt, amikor a DAR értékeket 6sszehasonlitottuk a %8Ga-NODAGA-PCA DAR-

értékeivel.

9. tablazat: %¥Ga-NODAGA-PCA és 8Ga-HBED-CC-PCA halmozasa (DAR) B16-F10,
A375, valamint MELUR daganatok esetében, 90 perccel a vegyiiletek beadasa utan
(vizsgalat idépontja: a tumorsejtek indukciojat kovetd 21 + 2 nap). Szignifikancia szint a
melanotikus (B16-F10) és az amelanotikus (A375, MELUR) daganatok kozott a %8Ga-
NODAGA-PCA esetében: p < 0.01 (**), a 8Ga-HBED-CC-PCA-nal: p < 0.05 (*)

DAR %Ga-NODAGA- DAR %Ga-HBED-CC-

Tumor
PCA (n=5) PCA (n=5)
B16-F10 tumor (n = 5) 0,42 £0,07** 0,13 +0,03*
B16-F10 tumor/izom 23,64 +2,73** 8,05 +0,99*
A375 tumor 0,06 + 0,02 0,03 +0,01
A375 tumor/izom 1,85+0,25 1,62 +0,18
MELUR tumor 0,04 + 0,01 0,02+0,01
MELUR tumor/izom 1,32+0,19 1,11+0,09

6.2 Peptid-szarmazékok nyomjelzése PET Kképalkotas
céljabol
6.2.1  Kémiai és radiokémiai szintézis

Az APRPG-COOH peptidet 2-CITrt gyantan készitettilk SPPS-sel, standard Fmoc-kémia
alkalmazasaval. Az APRPG-NH: peptidet Rink-amid MBHA segitségével allitottuk el6. A
nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztitottuk, és a végtermékek izolalt hozama meghaladta a 70%
-ot. Az APRPG-COOH, APRPG-NH: peptidek tisztasagat analitikai HPLC-vel vizsgaltuk, és
améréseink alapjan a peptidek tisztasaga > 99%-nak bizonyult. (a tiszta peptidek retencios ideje
tr= 13,7 perc APRPG-COOH; tr= 12,9 perc APRPG-NH>). A peptidek molekulatomegét MS-
el igazoltuk, amely soran a kovetkezo értékeket kaptuk: m/z = 249,1 [M + H]** és m/z = 497,3
[M + H]* az APRPG-COOH-n4l, az APRPG-NH; esetében pedig m/z = 248,7 [M + H]** és m/z
=496,3 [M + H]".

Az APRPG peptidek alanin-alegységén 1évé szabad aminocsoportot p-SCN-Bn-
NODAGA kelatorral reagaltattuk. A kelatorral konjugalt peptid ligandumokat RP-HPLC-vel
tisztitottuk, majd liofilizaltuk. A YEVGHRC peptid-szarmazék esetében a cisztein oldallancan
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talalhato tiol csoporton keresztiil tortént meg a kelatorral vald konjugacids 1épés, amely a
NODAGA-YEVGHRC vegyiiletet eredményezte. A heterodimer peptid-szarmazékot p-SCN-
Bn-NOTA kelatorral reagaltattuk, igy kapva meg a NOTA-NGR-APRPG ligandumot. A
prekurzor peptidek kémiai szerkezetazonositasahoz MS-t hasznaltunk, a kapott eredményeket

a radioligandumok HPLC-s tulajdonsagaival a 10. tablazatban foglaltuk 6ssze.

10.  tablazat: Az Gjonnan szintetizalt peptid-szarmazékok reprezentativ paraméterei,

a *-gal jelolt rész tulajdonsagait lasd az ,,Anyag és modszerek” részben

Radioizotoppal jelolt peptid- Retencios ido Mw (szamolt) Mw (mért)
szarmazékok (min)* peptid- peptid-
prekurzor prekurzor
8Ga-NOTA-NGR-APRPG 9,91 1799,87 1799,72
%8Ga-NODAGA-YEVGHRC 12,53 1359,59 1359,66
8Ga-NODAGA-APRPG-NH: 7,38 1016,49 1016,41
8Ga-NODAGA-APRPG-COOH 10,06 1017,47 1017,35

Mindegyik peptid-szarmazék jelolése manualis koriilmények kozott zajlott, a teljes
szintézis id6 25 perc volt, beleértve a tisztitast és a formulazasi 1épést is (25-27. abra). A
bomlaskorrigalt hozam értéke 67-73% (n = 12) tartomanyban volt, a radiokémiai tisztasag
minden esetben meghaladta a 95%-ot, kivéve a 3 Ga-NODAGA-APRPG-NH; esetében, ahol a
tisztasag értéke a 90%-ot érte el (28-31. abra). A vegyiiletek molaris aktivitas értékeit az 11.

tablazatban tintettem fel.

92



NH, j/\
p-SCN-Bn-NOTA
0 (8] NH - Q[/ 0 OH
A o) /_/_g: DMF NH H,
0 H'%\ﬁ ° NaOH, pH=8,5 OMH\/\O/\/O\/W/H

HaN
0 kl H NH HN
o _.— J o m)w z \>/‘0H
ﬁ\
S NH lo—

N
HN NH, ° 4 79
0
(o] (0] H
H (0] 68Ga3+
o H H (o}

)—NH N o NaOAc puffer (pH~4)
i L
NH S0

25. abra: A NGR-APRPG heterodimer peptid konjugaciéja a makrociklusos kelatorral és a radiojelolés sémaja
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26. abra: Az YEVGHRC konjugacidja makrociklusos kelatorral és a radiojelolés sémaja
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27. abra: Az APRPG peptidek konjugaciéja makrociklusos kelatorral és a radiojelolés
sémaja: R = OH %8Ga-NODAGA-APRPG-COOH; R = NH2 ®Ga-NODAGA-APRPG-NH:
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28. abra: A %®Ga-NOTA-NGR-APRPG reprezentativ RP-HPLC kromatogramja (a

mérések  koriilményeit az  ,,Anyagok és  modszerek” részben  részleteztem)
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29. abra: A %¥Ga-NODAGA-YEVGHRC reprezentativ RP-HPLC kromatogramja
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30. abra: A %¥Ga-NODAGA-APRPG-NH:? reprezentativ RP-HPLC kromatogramja
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31. abra: A %¥Ga-NODAGA-APRPG-COOH reprezentativ RP-HPLC kromatogramja



11. tablazat: A peptid-szarmazékok molaris aktivitasa a radioizotépos jelolést kovetéen

Radioizotoppal jelolt peptid- Molaris aktivitas
szarmazékok (GBqg/pmol)
8Ga-NOTA-NGR-APRPG 14,68 £ 0,07
8Ga-NODAGA-YEVGHRC 14,87 + 0,13
8Ga-NODAGA-APRPG-NH: 15,40 + 0,09
8Ga-NODAGA-APRPG-COOH 19,47 +£0,12

6.2.2  A%Ga-mal jelolt peptid-szdrmazékok oktanol/PBS megoszlasi hanyadosdinak

(logP) és in vitro stabilitisanak eredményei

A megoszlasi hanyados (logP) értékeket a négy, Gjonnan eldallitott radioligandum
esetében meghataroztuk. A %Ga-NODAGA-YEVGHRC logP értéke -4,421-nek adédott; a
%Ga-NODAGA-APRPG-NH2-¢ -3,024; a ®*Ga-NODAGA-APRPG-COOH-¢ -2,370 és a ®®Ga-
NOTA-NGR-APRPG vegyiileté -3,981. Ezek a mérések azt bizonyitottdk, hogy a radiojeldlt
vegyliletek erds hidrofil tulajdonsadgokkal rendelkeznek, noha a szarmazékok kozott jelentds
eltérés mutatkozik. A kapott paraméterek azonban azt vetitik elére, hogy a radioligandumok
gyorsan lirliilnek a vérarambol, és dontden a vesén keresztiil fognak {iriilni a szervezetbdl. A
jelolt anyagok patkany- €s egér szérumban valo stabilitasat 37 °C-on vizsgaltuk analitikai radio-
HPLC segitségével. 2 6rds szérumban torténd inkubalds utdn a kiindulasi radioizotopjelzett
peptidek tobb mint 80%-a intakt maradt, mindegyik vizsgalat esetében, ezért feltételezhetjiik,
hogy a képalkotés soran kapott jelek nagy tobbsége a radioligandumoktol szarmazik majd, és

nem pedig valamelyik radioaktiv metabolittol.
6.2.3  Invivo és ex vivo biodisztribucios vizsgalatok egészséges dllatokon

Az eloallitott  %8Ga-NOTA-NGR-APRPG, ®Ga-NODAGA-YEVGHRC, ®Ga-
NODAGA-APRPG-NH; és %8Ga-NODAGA-APRPG-COOH vegyiiletek szervezeten beliili

eloszlasanak meghatarozasahoz in vivo és ex vivo vizsgalatokat végeztiink egészséges, kontroll
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C57BL/6 egerek felhasznalasaval. A bomlas korrigalt PET képek kvalitativ elemzése utan azt
talaltuk, hogy a vesék nagy halmozast mutattak 90 perccel a ®Ga-NOTA-NGR-APRPG ®8Ga-
NODAGA-YEVGHRC, %Ga-NODAGA-APRPG-NH; és ®Ga-NODAGA-APRPG-COOH

injekcid beadasat kdvetden (32. abra).

E 7
6
068Ga-NOTA-NGR-APRPG
5 ] 068Ga-NODAGA-YEVGHRC
m58Ga-NODAGA-APRPG-NH,
. m68Ga-NODAGA-APRPG-COOH
o
3
=
o
Q 3 1
*%
2 4
1 *
* o *ok
0 -
vér maj lép vese vastag- vékony- gyomor izom tiidé sziv zsir

bél bél

32. abra: In vivo PET képalkotis és ex vivo biodisztribiicios mérések a %8Ga-NODAGA-
YEVGHRC, %Ga-NODAGA-APRPG-NH:, %Ga-NODAGA-APRPG-COOH és a ®Ga-
NOTA-NGR-APRPG radiogyégyszerjelolt vegyiiletek esetében. Az egészséges kontroll
C57BL/6 egerek bomls korrigalt koronalis PET képei lathatoak — ®8Ga-NOTA-NGR-APRPG
(A), 8Ga-NODAGA-YEVGHRC (B), ®Ga-NODAGA-APRPG-NH: (C) és %Ga-NODAGA-
APRPG-COOH (D) —, 90 perccel az intravénas injektalast kovetden. Fekete nyil: maj; piros
nyil: vese. E: ex vivo biodisztriblicios adatok kvantitativ elemzése 90 perccel a nyomjelzd
injektalasa utan. Az eredmények ID%/g-ban vannak feltiintetve atlag + SD-al egyiitt.
Szignifikancia szintek: p < 0,05 (*) és p < 0,01 (**).
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Kutatocsoportunk korabbi eredményei alapjan mar tudtuk, hogy a %Ga-mal jelolt,
alacsony molekulatomeggel és erds hidrofil tulajdonsagokkal rendelkez6 APN/CD13
specifikus peptidek (®Ga-NOTA-cNGR, %Ga-NODAGA-cNGR, %Ga-NODAGA-cNGR
(MG1) vagy *®Ga-NODAGA-cNGR (MG2)) a kisérleti allatok vizeletrendszerén keresztiil
riilnek [234; 233]. Az altalunk vizsgalt analogok k6zo6tt azonban jelent6s kiilonbség volt a
logP értékek kozott. A 8Ga-NODAGA-APRPG-COOH vegyiilet kevésbé hidrofil karaktert
mutatott (logP: -2,37), amit az ex vivo biodisztriblicids vizsgalatok is megerdsitettek. A ®Ga-
NODAGA-APRPG-COOH injektalasat kovetden szignifikansan magasabb (p < 0,05 és p <
0,01) ID/g szoveti értéket figyeltiink meg a vérben, a 1épben, a gyomorban, a tiidében, a szivben
¢és a zsirban, mint a harom masik vizsgalt radiojeldlt vegylileteknél (32. E abra). Ebben az
esetben tehat bebizonyosodott, hogy a radioligandum a kevésbé hidrofil tulajdonsaga miatt
hosszabb ideig marad a keringésben, ami magasabb hattér radioaktivitast eredményez. A *®Ga-
NOTA-NGR-APRPG, %Ga-NODAGA-APRPG-NH; és a ®8Ga-NODAGA-YEVGHRC ID%/g
értékei kozott a vizsgalt szervekben és szovetekben sem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p
< 0,05-nél), kivétel a vese esetében, ahol a 3Ga-NOTA-NGR-APRPG-nél az ID%/g értéke
3,048, mig a ®Ga-NODAGA-YEVGHRC-¢ 5,785 lett, amely kiilonbség a LogP értékekbol
adodtak, hiszen ezek a vegyiiletek hidrofil jellege a legerdsebb (*8Ga-NOTA-NGR-APRPG = -
3,981; %8Ga-NODAGA-YEVGHRC = -4,421) a négy Gjonnan eldallitott peptid-szarmazék

koziil.

6.24 In vivo és ex vivo osszehasonlito tanulmdanyok szubkutin tumoros

allatmodellen

A ®8Ga-NOTA-NGR-APRPG, %Ga-NODAGA-YEVGHRC, %Ga-NODAGA-APRPG-
NH: ¢és ®Ga-NODAGA-APRPG-COOH radioligandumok APN/CD13 ¢és VEGFR-1
specificitasanak értékeléséhez in vivo és ex vivo sszehasonlitod vizsgalatokat végeztiink B16-
F10 tumoros egereken. Az in vivo PET képalkotas soran lathatova valtak a B16-F10 tumorok.
A vizsgalt radioizotopjelzett vegyiiletek koziil az APN/CD13 és VEGFR-1 receptor-specifikus
alegységgel is rendelkezd %8Ga-NOTA-NGR-APRPG heterodimer vegyiilet mutatta a
legnagyobb halmozast a szubkutan névekvo B16-F10 daganatokban (33. A abra). A bomlassal
korrigalt PET-képek kvantitativ SUV-elemzése utin a *8Ga-NODAGA-YEVGHRC
(SUVmean: 0,03 + 0,01) és %¥Ga-NODAGA-APRPG-NH: injekcié utan szignifikansan (p <
0,01) alacsonyabb felvételt talaltunk a B16-F10 tumorokban (SUVmean: 0,04 + 0,003), mint a
8Ga-NOTA-NGR-APRPG (SUVmean = 0,193 £ 0,05), a %8Ga-NODAGA-APRPG-COOH-nal
a SUV atlagos értéke 0,097 + 0,01 volt (33. E Abra). A %8Ga-NOTA-NGR-APRPG kimagasl6
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SUVmean értéke azzal magyarazhato, hogy egy olyan vegyiiletrél beszéliink, amely egyidében
célozza meg a B16-F10 tumorban talalhat6 Aminopeptidaz N és a VEGFR-1 receptorait, tehat
a multimerizacios technika alkalmazasa el6segiti a képalkotas tulajdonsagainak javitasat. Az in
vivo eredmények jol korrelalnak az ex vivo eredményekkel, ahol szintén figyelemre mélto *8Ga-
NOTA-NGR-APRPG (ID%/g: 1,33 = 0,31) és ®Ga-NODAGA-APRPG-COOH (ID%/g: 1,35
+ 0,12) felvételt talaltunk a B16-F10 daganatokban. Jelentésen alacsonyabb felvételt figyeltiink
meg a daganatokban a ®Ga-NODAGA-YEVGHRC (ID%/g: 0,13 + 0,06), ®®Ga-NODAGA-
APRPG-NH: (ID%/g: 0,23 + 0,05) injektalasa utan (33. F abra).

E o2 F s

0,20 -
— 15
S 015 -
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g 0,10 =
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0,05 i

-
i . h
B16F10 tumor B16F10 tumor

068Ga-NOTA-NGR-APRPG  m68Ga.NODAGA-APRPG-NH2
068Ga-NODAGA-YEVGHRC ®68Ga-NODAGA-APRPG-COOH

33. abra: In vivo PET képalkotas és ex vivo biodisztribucios adatok 8Ga-NOTA-NGR-
APRPG, 8Ga-NODAGA-YEVGHRC, Ga-NODAGA-APRPG-NH: és 8Ga-NODAGA-
APRPG-COOH esetében tumort hordoz6 allatmodellen. A B16-F10 daganatot hordozé
C57BL/6 egerek bomlas korrigalt reprezentativ korondlis PET képei 90 perccel a %8Ga-NOTA-
NGR-APRPG (A), ®®Ga-NODAGA-YEVGHRC (B), ®¥Ga-NODAGA-APRPG-NH: (C) és a
8Ga-NODAGA-APRPG-COOH (D) intravénas injekcio beadasa utan. Piros nyilak: szubkutan
B16-F10 tumor. A biodisztribiciés adatok kvantitativ SUV (E) és ID%/g (F) elemzése (n = 10
B16-F10 tumor/radiojeldlt vegyiilet) 90 perccel a nyomjelz6 injektalasa utan. A SUV és az
ID%/g értékek harom fliggetlen mérés atlaganak és a szorasanak felelnek meg. Szignifikancia
szint: p < 0,01 (**).
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7. Megbeszélés

7.1 Melanoma malignum Kimutatasara hasznalt vegyiiletek

képalkotasi tulajdonsagainak értelmezése

A borrak legagresszivebb formaja a melanoma malignum, amelynek eléfordulasi
gyakorisaga az utobbi évtizedek megfigyelései alapjan folyamatosan novekszik. Mivel az
attétes betegek progndzisa nagyon rossz, ez a rosszindulati daganat magas haldlozassal jar.
Ezért a korai metasztatikus elvaltozasok felismerése a nagy felbontast, nem invaziv képalkoto
modalitasok segitségével (pl.: PET) kritikus a betegek tulélésében [235]. A nuklearis
medicindban a %®Ga idealis radionuklid; fizikai tulajdonsagai, tovabba j6l megalapozott kémiai
hattere miatt a kis molekulatomegii biomolekulak és peptidek jeldlésének egyik hatékony
eszkoze, raadasul elballitasahoz ciklotron sem sziikséges [236;237]. Ezen megfontolasok
alapjan feltételeztiik a munkank kezdetén, hogy a %8Ga-mal jelzett prokainamid vegyiiletek
hatékony diagnosztikai lehetdséget nyujthatnak a melanin pigmentet termelé melanoma

tumorok kimutatasa kapcsan [238].

A prokainamid-tipusu vegyiiletek diagnosztikai hatékonysaganak bizonyitasa érdekében
két kiilonbozo szerkezetli kelatorral konjugalt szarmazékot allitottunk eld. 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  *®Ga-mall
valositottuk meg (*®Ga-NODAGA-PCA). A teljes szintézis 15 percet vett igénybe, beleértve a
végsO formulazasi 1épést is, amely kényelmes szintézis idokeretet biztositott a rovid felezési
idejii radioizotoppal torténé munkavégzéshez (12. abra). A radiojeldlt vegyiilet radiokémiai
tisztasaga meghaladta a 98%-ot (13. 4bra), a molaris aktivitasa 15-17 GBg/umol érték kozott
mozgott. Ezért ez a radioszintézis modszer lehetové tette szamunkra, hogy in vitro és in vivo
alkalmazisokhoz robusztus médon eldallitsuk a melaninra specifikus ®*Ga-NODAGA-PCA-t,
illetve a radioligandum mindségi paraméterei alkalmasak voltak a preklinikai vizsgalatok

eredményes elvégzéséhez.

A 8Ga-NODAGA-PCA melanin-specificitasat in vitro koriilmények kozott bizonyitottuk

melanin pozitiv B16-F10 ¢és melanin negativ Melur sejtvonal felhasznaldsaval. A
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radioligandum sejtekben torténé dusuldasa a melanint tartalmazé B16-F10 sejtekben
szignifikansan magasabb volt, mint az amelanotikus Melur sejtekben, a vizsgalt (30, 90 perc)
idépontokban (16. abra). Korabban arrdl szamoltak be az irodalomban, hogy egy hasonld
kémiai szerkezetli radioaktiv vegyiilet — nevezetesen a 8Ga-SCN-DOTA-PCA — id4-fiiggden
dusult a B16-F10 sejtekben [239; 240]. In vitro méréseink soran megfigyeltiik, hogy a %®Ga-
NODAGA-PCA dusulasa idofiiggd folyamat, vagyis az eltelt idével aranyosan monoton
novekvo dusulast talaltunk a B16-F10 sejtekben Azonban ez a kiilonbség méréseink soran nem
bizonyult szignifikansnak. Sejtes kisérleteink megerdsitették tovabba a ®Ga-NODAGA-PCA
melanin-specificitasat. Kim és mtsai. kutatasaik soran [239; 240] azt is megallapitottak, hogy a
radioaktivan jelzett benzamid-szarmazékok (példaul %Ga-SCN-DOTA-PCA, %8Ga-SCN-
NOTA-BZA) specifikusan kotddnek a melanin pigmenthez, vagy a melanint termelé B16-F10
melanoma sejtekhez. Tovabba, megnovekedett radioligandum felvételt talaltak a B16-F10
sejtekben L-tirozin (dont6 fontossagli a melanin bioszintézise szempontjabodl) kezelés utan. 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 hasonlo,
radiofém-jelolt molekulék (pl.: %8Ga-SCN-DOTA-PCA) in vitro paraméterei 2 6ra alatt (0,56%
+ 0.02%) [240], ugyanakkor, az altalunk mért értékek alacsonyabbnak bizonyultak a Ren és
mtsai. 8F-ral jelolt FBZA-dal (N-[2-(dietilamino)-etil]-4-'8F-fluor-benzamid) kapott
eredményeinél [241]. A farmakon-felvételi vizsgalatokat kovetéen arra voltunk kivancsiak,
hogy az egyszer megkotddott aktivitas milyen stabilitassal rendelkezik a sejten beliil. Ezért
vizsgaltuk a 8Ga-NODAGA-PCA vegyiilet kiaraml4sat is mindkét sejtvonal (B16-F10, Melur)
esetében. A B16-F10 és Melur sejtek kiaramlasi vizsgalatdhoz 30 vagy 90 inkubacids 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
idotartam utan csokkent. Feltételeztiik, hogy a sejtek melanin tartalmanak telitése utan a
,.felesleges” radiojelolt vegyiilet a koncentracio-gradiens megvaltozasa miatt kiiiriil a sejtekbol.
Mindazonaltal a melanin pozitiv B16-F10 és melanin negativ Melur sejtvonalak felvételi aranya
nem kiilonbozott szignifikansan a kezdeti aranyoktol. Szamos tanulmény arr6l szamolt be, hogy
a benzamid-szarmazékok sejtfelvétele passziv diffuzioval torténik, és a nagy vizoldékonysag
csokkenti a sejthartyan valo atjutas sebességét. Tesztelve ezeket az elméleteket [240; 242; 243,;
244], megmértiik a logP értékeket is. A ®®Ga-NODAGA-PCA logP-je -2,79 + 0,10 volt, ami
arra utal, hogy a radioligandum erdsen hidrofil. Moins és mtsai. [243] leirtak, hogy a logP
onmagaban nem elégséges és elegendd tulajdonsag a radioaktivan jelzett benzamid vegyiiletek

szervezetn beliili megoszlasanak eldrejelzéséhez, mivel az alacsonyabb logP-érték alacsonyabb
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hatteret eredményez a nem célzott szovetekben is, ennek kovetkeztében pedig magas
tumor/hattér (T/M) arany értékeket lehet elérni relative alacsony célszoveti dasulassal is.
Méréseink szerint ez tortént ebben az esetben is, ugyanakkor a radioligandum jovébeli
hasznositdsa érdekében érdemes lenne alaposabban tisztazni a sejtbe valdo bejutas

transzportfolyamatait a benzamid-szarmazékok tekintetében.

Egészséges allatokon végzett in vivo és ex vivo biodisztribucios vizsgalatok azt mutattak,
hogy a 3 Ga-NODAGA-PCA a vizeletkivalaszto utvonalon iiriil ki a szervezetbdl. Erre a tényre
a logP érték alapjan el6re szamitottunk is. A radiojelolt vegyiilet dsuldsa egészséges
szovetekben és szervekben alacsony volt, még a majban vald dasulas is elhanyagolhatonak
tekintheté 90 perces inkubacios id6 utan (18. abra). Ezek az eredmények jol korrelaltak az in
vitro méréseink megallapitasaval, valamint mas tanulmanyok eredményeivel, ahol a ®Ga-
NODAGA-PCA-dal strukturalisan hasonlé radioaktivan jelzett benzamidokat vizsgaltak [239;
240; 241; 243].

A %Ga-NODAGA-PCA melanin-specificitasat in vivo és ex vivo biodisztribucios
mérésekkel tamasztottuk ald bor alatt ndvekvd melanotikus B16-F10 (C57BL/6 egerekben) és
amelanotikus Melur tumorok alkalmazasaval (SCID egerekben) 20 + 2 nappal a tumorsejt
beoltasa utan. 10 perces statikus PET képeket készitettiink 90 perccel a radioaktiv injekcio
intravénas beadasat kovetden. A szubkutan ndvekvd B16-F10 tumorok egyértelmiien lathatova
valtak a miniPET képeken alacsony hattér aktivitassal (20. B és C abra), majd a PET képek
kvantitativ elemzése utan azt talaltuk, hogy a ®Ga-NODAGA-PCA akkumulacidja a melanint
tartalmaz6 B16-F10 tumorban szignifikansan (p < 0,01) nagyobb volt, mint az amelanotikus
Melur daganat esetében (20. G abra). Ezek az in vivo eredmények egyeznek az ex vivo
biodisztribticiés vizsgalatok tapasztalataival (7. tablazat), amelyek megerdsitették a %8Ga-
NODAGA-PCA melanin-specificitasat. Eredményeink az irodalomban talalhatd6 mérésekkel
osszhangban vannak. A PET-izotopokkal (*°F, %8Ga) jelzett benzamid-szarmazékok relative
magas felhalmozodast mutattak a B16-F10 daganatokban, kivalo tumor/hattér értékekkel [239;
240; 241; 243]. Munkank soran a 8Ga-NODAGA-PCA hatékonysagat B16-F10 sejtek okozta
tidé metasztazisokban is vizsgaltuk, egérmodellen. Az altalunk is hasznalt szingenikus
C57BL/6 éallatmodellt sz€éles korben alkalmazzéak a preklinikai melanoma kutatasokban [32,33].
Tanulmanyunkban tiid6 metasztizisokat indukaltunk 1x10° B16-F10 melanoma sejteket
tartalmazd intravénds injekcido beadasat kovetden. A miniPET/CT képek elemzésével a
metasztatikus tumorelvaltozasok a tiidében jol lathatova véltak a %8Ga-NODAGA-PCA

injektalast kovetd 90 perc utan (22. C dbra), alacsony hattér dusulassal. A PET képek kvantitativ
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kiértékelése utan a B16-F10 metasztazisokban koriilbeliil 6-8-szor nagyobb *8Ga-NODAGA-

PCA halmozast figyeltiink meg, mint a hattér (tid6 vagy izom) esetében.

Bar a szubkutan novekvé B16-F10 daganatokban (SUVmérték: 0,35 + 0,09, SUVmax:
2,03+ 0,87) vagy tiidé metasztazisokban (SUVmérték: 0,15 + 0,04, SUVmax: 0,42 +0,06) csak
mérsékelt akkumulaciot talaltunk a ®8Ga-NODAGA-PCA-dal, azonban a mas szervekben
halmozd6dd alacsony aktivitas kivald mindségli képek felvételét tette lehetévé alacsony
hattéraktivitassal, €s magas tumor/izom vagy tumor/tidé aranyokkal. Hozzank hasonloan,
korabban Kim és mtsai. [239] azt allapitottdk meg, hogy 2 o6raval a %Ga-SCN-DOTA-PCA
intravénas injekcioja utdn a tumor/izom arany 9,47 + 2,36 volt, ami magas képkontrasztot

eredményezett.

Egyes tanulmanyokban a benzamid-, illetve nikotinamid-alapt radioligandumok
képalkotas segitségével, mivel az ®F-FDG-t — korlatjai ellenére is — gyakran hasznaljak ezen
tipusit rosszindulati daganatok diagnosztizdldsira, stddium meghatarozasra ¢és terapia
hatékonysaganak ellenérzésére, valamint miitéti és sugarterapia tervezésére is [245; 246]. Nem
specifikus tulajdonsaga azonban megneheziti a ®F-FDG-PET képek értékelését, mivel a
metabolikusan aktiv egészséges szovetekben viszonylag magas a hattérfelvétel [247; 248]. A
kisérleti daganatok kimutatasara szolgdlé ®F-FDG intravénas injektdldsa utan mi is magas
felvételi értéket talaltunk mind a szubkutan novekvd amelanotikus Melurban, mind a melanin-
pozitiv B16-F10 tumorban (21. abra), valamint a B16-F10 tiid6 metasztazisokban (22. abra). A
PET képek kvantitativ elemzése utan a B16-F10 melanoma tumorok szignifikansan (p < 0,01)
magasabb F-FDG felvételt mutattak a 8Ga-NODAGA-PCA-nal. Ezen megallapités ellenére,
amikor a daganatok %8Ga-NODAGA-PCA felvételi értékeit 5sszehasonlitottuk a hattér (izom
vagy tiid6) aktivitassal, akkor koriilbeliil kétszer vagy haromszor magasabb Kontraszt értéket
kaptunk, mint a 8F-FDG-vel. A melaninhoz valé specifikus kotodés és az alacsonyabb hattér
halmozas miatt a ®Ga-NODAGA-PCA jobb kontrasztot nytjtott, mint a ®F-FDG.

A HBED-CC-4-amino-N-(2-dietilaminoetil)-benzamid radiojeldlése szintén %®Ga-mal
valosult meg. Hasonléan, mint a ®Ga-NODAGA-PCA esetében, a radiojeldlés ideje kb.15-20
percet vett igénybe, beleértve a tisztitasi és az Gjra formulazasi 1épéseket is (14. abra). Az ezt
kovetd mindségellendrzési mérések megerdsitették, hogy a vegyiilet radiokémiai tisztasaga
ennél a vegyliletnél is megbizhato, jobb, mint 98% (15. abra). A kiralis all6fazison kiilonvalt a
termék harom sztercoizomerje is, ami jol lathato a radiokromatogramon. A radiojelolt
szarmazék molaris aktivitdsa 13-16 GBg/umol kozott mozgott. Mindkét melanin specifikus
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vegyiilet esetében hasonlé bomlaskorrigalt hozamokat (kb. 65-68%) kaptunk. A %8Ga-HBED-
CC-PCA vegyiilet radojelolésénél és a mindségellendrzési mérések soran kapott eredmények
biztositottak szamunkra, hogy gyorsan és egyszertien, kivald radiokémiai tisztasaggal, valamint
magas molaris aktivitassal allitsuk el6 a radiogyogyszerjelolt vegyiiletet a preklinikai
alkalmazasokhoz. A patkany szérumban végzett 2 oras inkubalas utan az eredeti vegyiilet kb.
75%-a maradt intakt a ®3Ga-HBED-CC-PCA esetében. Erdekes médon ez a megallapitas nem
tamasztja ala Eder és munkatarsai [104] megfigyelését, miszerint a HBED-CC alkalmazasa
NODAGA kelator helyett novelheti a radioaktiv ligandum metabolikus stabilitasat. A ®Ga-
HBED-CC-PCA ugyanakkor még mindig elegendéen stabil molekula, alkalmas a bioldgiai

mérésekhez.

A %8Ga-mal jeldlt kiilonféle kelatorral konjugalt prokainamid szarmazékok melanin-
specifikussaganak vizsgalatahoz melanin-pozitiv (B16-F10) és melanin-negativ melanoma
sejtvonalakat (MELUR, A375) alkalmaztunk egyrétegli és szuszpenzids sejttenyészet
formajaban (17. abra). Korabbi vizsgalatok ugyanis kimutattak, hogy a transzportfolyamatok
(felvétel/kiaramlas) kiilonbozhetnek, ha a sejteket in vitro vizsgalatokhoz egyrétegben vagy
szuszpenzidban hasznaljak fel [249; 250]. Méréseink soran mi is kiilonbségeket allapitottunk
meg a melaninra specifikus radiojelolt vegyiiletek felvétele kozott, amikor a szuszpenziods
technikat (17. C és D abra) 0sszehasonlitottuk az egyrétegli technikaval (17. E és F abra).
Nagyobb %Ga-NODAGA-PCA és %Ga-HBED-CC-PCA felvételt talaltunk minden egyes
id6pontban, amikor a melanoma sejteket egyréteghen alkalmaztuk. Ezen in vitro adatok alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az egyrétegii sejttenyészet fizioldgiai tulajdonsaga a
tapadd melanoma sejtek szamara kozelebb all az €16 rendszeréhez. Amikor mindkét in vitro
modszerrel megvizsgaltuk a ®Ga-HBED-CC-PCA felvételét (17. D és F 4bra), 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 halmozas az idé6 mulasaval
novekedett, és 10 perc kiaramlas utan is megmaradt a B16-F10 sejteknél. A relative alacsony
felvételi értékek ellenére is, ezek az eredmények megerésitették az uj vegyiilet melanin-
specificitasat. Eredményeink Osszhangban vannak mas csoportok korabbi munkaival [239;
240], ahol a ®8Ga-mal jelzett benzamid-szarmazékok (*3Ga-SCN-NOTA-BZA ¢és ®Ga-SCN-
DOTA-PCA) specifikusan kotédnek a melaninhoz a B16-F10 melanoma sejtekben, és a
kotddés idofliggdsége is kimutathatd. Ahogy kutatocsoportunk és masok korabban beszamoltak
rola [240; 238; 243; 244; 251], a 8Ga-mal jelolt prokainamid felvétele passziv diffuzioval

torténik, ezért a jelolt vegyiiletek logP értéke informativ a folyamat sebességének
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megbecslésében. A®Ga-NODAGA-PCA logP értéke -2,79 + 0,10 és a 8Ga-HBED-CC-PCA
logP értéke -2,19 = 0,12-nek adédott. A 8Ga-NODAGA-PCA-hoz viszonyitva ez azt jelenti,
hogy a ®Ga-HBED-CC-PCA kissé erésebb lipofil karakterrel rendelkezik, de mégis erdsen
hidrofil.

Ezekkel a paraméterekkel rendelkezd radioligandumoktol altaldban az vérhato el — és
egészséges egerek felhasznalasaval végzett szervi megoszIlas vizsgalatok ezt alé is timasztottak
—, hogy a 3Ga-NODAGA-PCA és a %8Ga-HBED-CC-PCA vegyiiletek, egymashoz hasonloan,
foleg a vizeletrendszeren keresztiil iriilnek ki a szervezetb6l. Tovabba, jellemzé rajuk a
vérarambol torténd gyors kiiiriilés is, hiszen 90 perc inkubacids idé utan alacsony halmozast
figyeltink meg mas szervekben és szovetekben (19. abra). Ezek az in vivo és ex vivo
eredmények jol korrelalnak szamos olyan vizsgalattal [239; 240; 243], ahol mas radioaktivan
jelzett (*8F, %8Ga, 1) benzamid-szarmazékok szervezeten beliili viselkedését, megoszlasat

vizsgaltak.

A ®Ga-HBED-CC-PCA vegyiilet target-specificitasat szubkutan melanoma tumort
hordozo egér modellen vizsgaltuk, és dsszehasonlitottuk a *8Ga-NODAGA-PCA-nal 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 radiogyogyszerjelolt vegyiilet
injektalasat kovetden. A melanint tartalmazé B16-F10 tumorok egyértelmiien lathatova valtak
PET/MRI képalkotassal, alacsony hattér aktivitassal mindkét vegyiilet esetében (23. A és B
abra). Ezzel szemben, amikor az amelanotikus MELUR (24. A és B éabra) és A375 (24.C és D
4bra) daganatokat hasznaltuk PET képalkotdshoz, nagyon alacsony %Ga-HBED-CC-PCA és
8Ga-NODAGA-PCA felvételt talaltunk, amely megerdsitette, hogy a radiojeldlt vegyiiletek
akkumulécidja fiigg a sejtek melanin tartalmatol. Az in vivo PET/MRI képek kvantitativ SUV-
elemzése és az ex vivo DAR (9. tablazat) adatok feldolgozasa utan, azt az eredményt kaptuk,
hogy a %Ga-HBED-CC-PCA és a %®Ga-NODAGA-PCA felvétel melanotikus B16-F10
daganatban (23. C és D abra) szignifikansan (p < 0,01) magasabb volt, mint az amelanotikus
MELUR vagy A375 daganatoknal (24. E és F abra). In vivo és ex vivo adataink jol korrelaltak
mas kutatasi tapasztalatokkal, ahol 8F-ral és ®Ga-mal jelolt melanin-specifikus benzamid-
szarmazékokat vizsgaltak melanint tartalmazé B16-F10 tumorok esetében, és viszonylag magas
halmozast, valamint kivalo tumor/hattér aranyt irtak le eredményeikben [239; 240; 243; 252].
A %8Ga-HBED-CC-PCA (SUV-atlag: 0,13 +0,01, SUVmax: 0,56 + 0,11) és a *8Ga-NODAGA-
PCA (SUV-értéke: 0,46 + 0,06, SUVmax: 1,93 + 0,25) vegyiiletek mérsékelt halmozodasat
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figyeltik meg a szubkutan novekvé B16-F10 daganatokban, azonban ennek ellenére azt
tapasztaltuk, hogy az egészséges szovetek alacsony aktivitasa miatt, magas kontraszta, kivald
minéségii képeket eredményezett alkalmazasuk. Osszevetve egy hasonlé szerkezeti elemeket
tartalmazo vetélytarssal azt tapasztaltuk, hogy az Gjonnan eléallitott vegyiileteink magasabb
tumor/izom aranyt mutattak (a ®®Ga-NODAGA-PCA és a %Ga-HBED-CC-PCA T/M SUV-
értéke 40,7 + 4,23, illetve 11,43 + 1,24 volt), mint a %8Ga-SCN-DOTA-PCA (9,47 + 2,36) [240].

A munkank soran szignifikans kiilonbségeket talaltunk a 8Ga-NODAGA-PCA és a %Ga-
HBED-CC-PCA molekulék in vitro, ex vivo és in vivo felvétele kozott, amennyiben melanint
tartalmazott a 1¢ézid, illetve, ha nem. Eredményeink minden esetben arra mutatnak, hogy a
prokainamid molekula megko6tédése melanin-fiiggd, azonban az alkalmazott bifunkcionalis
kelatképz6 tulajdonsagai befolyasoljak a jelzett vegylilet mennyiségét a melanin-pozitiv
melanoma sejtekben és tumorokban — vélhetdleg a transzportfolyamat sebességére van hatasuk.
Erdemes mégis er6feszitéséket forditani — ahogy mi is probalkoztunk — az idealis kelator
kivalasztasara, hiszen a végsé radiojelolt vegyiiletnek ellenallonak kell lennie a kiilonb6z6
endogén ligandumok, példaul a transzferrin vagy a laktoferrinnel szemben is [253]. Ezért a
megfeleld kelatképzd kivalasztasa nagyban fiigg az alkalmazott izotoptol, mi is két korszerti, a
gallium-kémiaban mar komoly eléélettel bird szarmazék felhasznalasa mellett dontottiink. Az
aciklusos kelatorok (pl. HBED-CC) alkalmazasa altalaban gyors komplexképzési kinetikat
biztosit, de ezeknek a komplexeknek a kinetikailag inertsége altalaban alul marad a
makrociklusokéhoz (pl. NODAGA) képest [254; 255]. Figyelembe véve, hogy a kelatorok
farmakokinetikai modositd szerepet is betolthetnek, a kiilonbozé BFC alkalmazasa a teljes
molekula akkumulacios viselkedésre is hatdssal lehet, mint ahogyan pozitiv modon befolyasolta
a HBED-CC-PSMA (prosztata-specifikus membran antigén) vegyiilet biologiai viselkedését az
a tény, hogy aciklikus komplexképz6t (HBED-CC) alkalmaztak a konjugalasi 1épés soran.
Ugyanakkor az eredményeink bebizonyitottdk, hogy HBED-CC univerzalisan nem feltétleniil
jobb kelator, mint a NOTA csalad kiilonb6z6 elemei, hiszen a mi ligandumunk kisebb in vitro
stabilitassal, és vélhetleg kisebb transzportsebességgel rendelkezett, mint a NODAGA-
analogja. El6bbi kelator esetében problémat jelenthet az is, hogy a HBED-CC galliummal
torténd komplexképzddése soran hdrom diasztereoizomert képez. A képzddott izomerek ardnya
fligg a hdmérséklettdl, a pH-tol és a komplexképz6dés soran a kelator koncentraciojatol [253].
Nemrégiben arrél szamoltak be, hogy a standard jeldlési protokoll alkalmazasakor (pH ~ 4,
hémérséklet 95 °C) a Ga-HBED-CC-PSMA esetében foleg a termodinamikailag kedvezébb

diasztereoizomer forma képz6dott; azonban a tobbi izomer mérhetd mennyisége IS

108



megtalalhaté volt a beteg szamara elkészitett végsd készitményben, amelyek elvalasztasara
jelenleg nem nagyon van lehet6ség [104]. Ez a tulajdonsag lehet az egyik limital6 tényezé a
HBED-CC széleskori alkalmazasa el6tt a klinikai gyakorlatban, mert nagy jelent6sége lehet a
diasztereoizomerek esetleg eltérd biologiai viselkedésének [104]. Ezért arra a kovetkeztetésre
lehet jutni, hogy a biologiai alkalmazashoz a BFC kivalasztasa soran a termodinamikai
stabilitas és a kinetikai inertség kritikus szintjének elérése sziikséges, de a hatarérték utan a o
hangstly az idedlis farmakokinetikai tulajdonsagok, valamint az egységes tiszta termék

meglétére korlatozodik.

7.2 Angiogenezis kimutatasara  hasznalt vegyiiletek

képalkotasi tulajdonsagainak értelmezése

A daganatok térbeli novekedésének egyik alapvetd folyamata kozott szerepel az
angiogenezis (0j érképzOdés), amely fontos szerepet jatszik tobbek kozott a tumorok
metasztazisképzésében is [157; 163; 256]. Tobbféle molekularis célpont szabalyozza az Uj
érképzodést, ilyenek a vaszkularis endotelialis novekedési faktorok (VEGF), az integrinek (pl.:
avB3), a matrix metalloproteinazok (MMP), vagy az aminopeptidaz N (CD13). Ezeket a
molekularis célpontokat PET-képalkotdssal lathatova lehet tenni. Példaul ®8Ga-mal jelolt
specifikus peptid-szarmazékkal célozhatjuk meg Oket. fgy ez a modszer, alkalmas lehet a

tumorok kimutatdsara és azok terapids reakcidjanak kovetésére egyarant.

Kutatocsoportunkban korabban szdmos %®Ga-mal jelolt NGR-alapt (Asn-Gly-Arg)
peptid-motivumot magaban hordozo vegyiiletet allitottunk el (®®Ga-NOTA-cNGR, ®Ga-
NODAGA-cNGR, ®Ga-NODAGA-cNGR (MG1) vagy %Ga-NODAGA-cNGR (MG2)),
amelyek specifikus k6tddést mutattak az APN/CD13 receptorhoz. Azonban az NGR szekvencia
hajlamos nem enzimatikus deamidalédasra, amely szukcinimid gytirt képzddéssel jar, illetve
annak hidrolizissel t6rténd tovabb alakulasaval [257]. Eppen ezért fontos az 1j, javitott kémiai
stabilitassal rendelkezd szekvencidk utani kutatds — amelyek kikiiszobolhetik a stabilitasbeli
hianyossagokat, €s még kedvezdébb tulajdonsagokkal rendelkez radiofarmakonok eldallitasat

tehetik lehetévé —, az angiogenezis kimutatasa céljabol.

Munkénk sordn négy 1j, %8Ga-mal jeldlt radiofarmakon eldallitasat és hatékonysaganak
tesztelését végeztiik kisérletes tumormodell APN és VEGFR-1 expresszidjanak kimutatésara.
Kiemelt figyelmet forditottunk arra, hogy az angiogenezis megjelenitésére ne csak az elézetes

munkdinkban hasznalt APN molekuléris célpontot vegyiik figyelembe, hanem egy masik
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receptort is, ezzel is el6segitve a minél hatékonyabb radiofarmakon fejlesztést, a komplexebb
biologiai tesztelés és képalkotds altal. Tovabba, latva a ligandum fejlesztésben sikeresnek
mutatkozé multimerizacios koncepcio sikerességét, egy olyan heterodimer peptid-szarmazékot
is eléallitottunk, amely egyszerre célozza meg az APN és a VEGFR-1 receptorokat - egy
vegylileten beliil. Ennek az analdognak az egyik alegysége az NGR peptid-motivumot hordozza
magaban az APN/CD13 kimutatasa céljabdl, mig a masik alegysége —az APRPG -, a VEGFR-
1 receptor megjelenitésére tervezett specifikus rész. Egy mas vegyiilettel — az YEVGHRC
peptid-szarmazékkal — az APN receptort céloztuk. A harmadik és a negyedik vegyiilet az
APRPG-COOH ¢és APRPG-NH: voltak, amelyek a VEGFR-1 receptor kimutatasara alkalmas

peptid-szarmazékok.

Az NGR-APRPG heterodimer peptid-szarmazékot p-SCN-Bn-NOTA kelatorral
reagaltattuk, amely eredményeként a NOTA-NGR-APRPG-t kaptunk. Az YEVGHRC peptid-
szarmazEeknal a cisztein tiol csoportjan tortént meg a kelatorral valo konjugalési 1épés, amely a
NODAGA-YEVGHRC ligandumot eredményezte. A linearis APRPG-COOH ¢s APRPG-NH:
peptideket p-SCN-Bn-NODAGA kelatorral konjugaltuk az alanin-alegységen 1év6 szabad
aminocsoporton keresztiil, igy megkapva a NODAGA-APRPG-COOH ¢s a NODAGA-
APRPG-NH: ligandumokat. Az eldallitott vegyiileteket (NOTA-NGR-APRPG, NODAGA-
YEVGHRC, NODAGA-APRPG-COOH, NODAGA-APRPG-NH,) sikeresen jeldltiik *®Ga-
mal (25. - 27. abra), a legtobb esetben 95%-ot meghaladd radiokémiai tisztasaggal, kivétel a
%8Ga-NODAGA-APRPG-NH; vegyiiletnél, ahol a radiokémiai tisztasag a 90%-0t érte el (28. —
31. abra). A vegyiiletek specifikus aktivitasa 14,68 — 19,47 GBg/umol k6zott mozgott (11.
tablazat).

Meghataroztuk az eldallitott négy uj peptid-szarmazék megoszlasi hanyados értékeit, az
eredmények alapjan megaéllapithatd, hogy eltéré mértékben ugyan, de a vegyiileteink erds
hidrofil tulajdonsagokkal rendelkeznek. A vizsgalatok soran a kovetkez6 logP értékeket kaptuk:
8Ga-NOTA-NGR-APRPG: -3,981; a %Ga-NODAGA-APRPG-NH,: -3,024; a %Ga-
NODAGA-APRPG-COOH: -2370 és a %Ga-NODAGA-YEVGHRC: -4421. A
radioligandumok stabilitdsat patkdny- és egér szérumban 2 6ras inkubalas mellett, 37 °C-on
vizsgaltuk. A mérés vége utan a kiindulasi vegyiiletek tobb mint 80%-a intakt maradt. Ezek
alapjan a %Ga-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.
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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-NOTA-NGR-APRPG, a ®®Ga-NODAGA-APRPG-NH;, a ®Ga-NODAGA-
APRPG-COOH és a %¥Ga-NODAGA-YEVGHRC radioligandumok beadasat kovetden (32. A-
D abra). Mivel az anal6gok logP értékei kozott jelent6s kiilonbség mutatkozott, igy eltérd
viselkedést vartunk a vegyiiletek szervezetbdl vald kiiiriilésével kapcsolatban is. A %8Ga-
NODAGA-APRPG-COOH particios koefficiense (logP: -2,37), kevésbé hidrofil jellegre utal,
amelyet az ex vivo szervezeten beliili eloszlas vizsgalatok ala is tamasztottak, mivel a
radioligandum injektalasat kovetéen szignifikansan (p < 0,05 és p < 0,01) magasabb 1D%/g
értéket kaptunk a vérben, a Iépben, a gyomorban, a tiidében, a szivben és a zsirban, mint a %®Ga-
NOTA-NGR-APRPG, a ®Ga-NODAGA-APRPG-NH: és a ®Ga-NODAGA-YEVGHRC
vegyiileteknél (32. E 4bra). Ennek kovetkeztében a ®8Ga-NODAGA-APRPG-COOH
radioligandum esetében az egyes szervek és szovetek megnovekedett aktivitdsa alacsonyabb
mindségli leképzést tett lehetGvé a magasabb hattér miatt. A megoszlasi koefficiens értékekkel
magyarizhato 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 érteke 3,048, mig a 8Ga-NODAGA-YEVGHRC-¢é 5,785) a tobbi szerv és
szovethez képest (32. E abra).

A tovabbi biolégiai vizsgalatokban a *8Ga-NOTA-NGR-APRPG, a %Ga-NODAGA-
APRPG-NH>, a 8Ga-NODAGA-APRPG-COOH és a ®8Ga-NODAGA-YEVGHRC vegyiiletek
képalkotasi tulajdonséagait (SUVatlag, [D%/g) hasonlitottuk 6ssze B16-F10 sejtekbdl szubkutan
indukalt egér tumormodellen, amelyen a vegyililetek APN/CDI13 és VEGFR-1 kotodését
teszteltiik (33. abra). Korabbi tanulmanyokbo6l mar ismert, hogy a B16-F10 tumorsejtek
APN/CD13 és VEGFR-1 pozitivitast mutatnak, amelyet molekularis biologiai modszerekkel és
PET képalkotassal bizonyitottak [258; 259; 260]. Az in vivo PET képalkotas soran az Gijonnan
eléallitott négy uj %8Ga-mal jeldlt vegyiilettel lathatd valt a szubkutan létrehozott B16-F10
tumor a C57BL/6 egereken mindegyik esetben, tehat ezen vegyliletek alkalmasak voltak a
daganattal tarsuld 0j érképzddés kimutatisara, azonban jelentds kiilonbséggel. Ugyanis, a
vizsgalt radioligandumok koziil a ®Ga-NOTA-NGR-APRPG heterodimer vegyiilet
rendelkezett a legjobb képalkotasi tulajdonsagokkal az altalunk mért in vivo és ex vivo mérések
alapjan. A heterodimer vegytilet szignifikansan magas SUVitlag értéket (0,193 + 0,05) mutatott
a vizsgalt koriilmények kozott a tobbi hdrom vegyiilettel szemben, ahogy azt a multimerizacios

koncepcio alapjan korabban feltételeztiik. Ez a kiemelkedé eredmény vélhetéleg annak
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koszonhetd, hogy a vegyiilet egyidoben két alegységével, két kiilonb6z6 molekularis
célponthoz is képes kotddni, ezaltal hatékonyabb eszkoz lehet az angiogenezis kimutatasa
céljara. Ezen eredménynek koOszonhetéen elmondhatd, hogy a multimerizacios eljaras
felhasznalasaval sikeresen eléidéztiikk a PET képalkotas mindségi javulasat. A tobbi vegyiilet
esetében a kovetkezd felvételi értékeket kaptuk a B16-F10 tumorokban, amely értékek
szignifikdnsan alacsonyabbnak (p < 0,01) adddtak a heterodimer vegyiilethez képest: ®Ga-
NODAGA-YEVGHRC (SUVmean: 0,03 £ 0,01); ®Ga-NODAGA-APRPG-NH; (SUVmean:
0,04 = 0,003); a ®®Ga-NODAGA-APRPG-COOH a SUVmean értéke 0,097 + 0,01 volt (33. E
abra). Bar korabbi vizsgalatok [261] azt mutattak ki, hogy a YEVGHRC peptid-funkcionalizalt
liposzomak hatékonyan céloztdk meg az APN/CD13-pozitiv tumorokat. Vizsgalatunkban a
radioaktivan jelolt YEVGHRC-t tartalmazd vegylilet nem mutatott megfeleld célzasi
hatékonysagot. Az in vivo és az ex vivo eredmények jol korrelaltak egymassal, a ®8Ga-NOTA-
NGR-APRPG és a ®®Ga-NODAGA-APRPG-COOH vegyiileteknél talaltunk jelentés ID%/g
felvételi értékeket, mig az el6z6nél 1D%/Q: 1,33 + 0,31, utobbinal ID%/g: 1,35 + 0,12. A két
masik radioligandum esetében szdmottevoen alacsonyabb felvételt tapasztaltunk méréseink
eredményeként: %8Ga-NODAGA-YEVGHRC (ID%/g: 0,13 = 0,006), 8Ga-NODAGA-APRPG-
NH2 (SUVmean: (ID%/g: 0,23 + 0,05).

Jelen munkaban, a tudomasunk szerint mésok altal még nem hasznalt, négy 0 PET
radioligandum hatékonysagat vizsgaltuk angiogenezis kimutatisa céljabol. Annak ellenére,
hogy a NGR-APRPG, APRPG-COOH ¢s APRPG és az YEVGHRC még nem optimalizalt
vektorok, mégis az allatmodellen kialakitott B16-F10 tumoron a radioligandumok mérsékelt
halmozasat tapasztaltuk, sét a heterodimer (®*Ga-NOTA-NGR-APRPG) vegyiilet kimagaslo
specifikus kotddését figyeltiik meg. Ugy gondoljuk, hogy ezek a vegyiiletek igéretes jeloltek
lehetnek a tovabbi fejlesztés szempontjabdl, amely sordn optimalizdlnank a szdrmazékok

farmakokinetikai tulajdonsagait.
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8. Osszefoglalas

A BGa egy generator-izotop, amely konnyt, gyors és egyszerii elérhetdséget biztosit
PET-radiofarmakonok fejlesztéséhez. Munkank soran specifikus kolcsonhatasok alapjan
dasuld  kis molekulatomegli  vegyiiletek és  peptid-szdrmazékok  eldallitasaval,
karakterizalasaval, valamint preklinikai koriilmények kozotti tesztelésével foglalkoztunk.
Reményeink szerint eredményeink hozzdjarulnak a melanoma malignum ¢és

tumorndvekedéshez kotott angiogenezis minél hatékonyabb kimutatdsdhoz.

Els6 projektiinkben két 1j (®3Ga-NODAGA-PCA ¢és *8Ga-HBED-CC-PCA), a melanoma
malignum kimutatasara alkalmas vegyiiletet allitottunk eld, majd a sikeres radiojelolésiiket
kovetden széles spektrumu preklinikai bioldgiai vizsgdlatoknak vetettik ald a
radioligandumokat in vitro, in vivo és ex vivo koriilmények kozott. Ezek alapjan egyértelmiien
megallapithatova valt, hogy az ujonnan eldallitott radiojeldlt vegyliletek a melanoma
malignumban taldlhaté melaninhoz specifikusan kotddnek mind sejt- és allatmodell esetén,
feleslegiik a vizeletkivalasztd rendszeren keresztiil {iriil ki a szervezetbdl, tovabba nem
kotddnek melanint nem termeld melanoma sejtvonalakhoz és tumorokhoz. Bebizonyosodott,
hogy az alkalmazott kelatképzOok tulajdonsagai befolyasoljadk a radioligandum felvételét a
melanint tartalmazé sejtvonalakban és tumorokban, amely folyamatot feltehetéen a transzport

sebeségében okozott valtozas eredményezett.

Tovabbi projektiinkben pedig az angiogenezis soran fokozottan jelenlévd receptorokat
céloztuk kiilonbozo, 8Ga-mal jeldlt vegyiiletekkel. Az Aminopeptiddz N kimutatasara a ®3Ga-
NODAGA-YEVGHRC-t; a VEGFR-1-re a %Ga-NODAGA-APRPG-COOH ¢és %Ga-
NODAGA-APRPG-NH; vegyiileteket alkalmaztuk, mig a %Ga-NOTA-NGR-APRPG
heterodimert a képalkotéas paramétereinek tovabbi javulasa érdekében hasznaltuk a két receptort
egyidejiileg kifejezd sejtvonalon. Sikeresen eldallitottuk, radiojeldltiik és karakterizaltuk az
elébb felsorolt vegyiileteket, kontroll és BI6F10 tumoros allatmodellen, valamint vizsgaltuk a
PET képalkotasi tulajdonsagaikat. Mindegyik szarmazékot alkalmasnak itéltiilk meg a tumorok

megjelenitésére, a heterodimer vegyiilet képalkotasi tulajdonsagai pedig kimagasloak voltak.

Mindkét munkaszakaszban sikeres, és a preklinikai PET képalkotéas soran hatékonynak
bizonyuld radioligandumokat allitottunk el6. Ezen vegyliletek tovabbi felhasznalasanak
lehetdsége igéretes, azonban a benniik rejld potencialt a szarmazékok tovabbi optimalizalasaval

¢és a farmakokinetikai tulajdonséagaik fejlesztésével lehet realizalni.

113



9. Summary

%8Ga is a generator isotope that provides simple, reliable, fast, and easy access to the
development of PET radiopharmaceuticals. In our work, we focused on the preparation,
characterization and preclinical testing of small molecules and peptide derivatives which can
accumulate based on specific interactions of certain tumors. We hope that our results will

contribute to the most effective detection of malignant melanoma and angiogenesis.

In our first project, we have prepared two new compounds (*®Ga-NODAGA-PCA and
8Ga-HBED-CC-PCA) for the detection of melanin-positive melanoma, and after their
successful radiolabeling, we have used these radioligands on a wide range of in vitro, in vivo
and ex vivo preclinical biological studies. Based on these experiments, it has become clear that
the newly produced radiolabeled compounds bind specifically to melanin in melanoma
malignum in both cell and animal models, their excess is excreted through the urinary system,
and they do not bind to non-melanin-producing melanoma cell lines and tumors. We have also
collected evidence, that the properties of the applied chelating agents can dramatically affect
the radioligand uptake in melanin-containing cell lines and tumors. This observation is

presumably the result of the different transport rates.

In another project, we have targeted receptors that are overexpressed during the
angiogenesis with various ®3Ga-labeled compounds. ®®Ga-NODAGA-YEVGHRC was intended
to detect Aminopeptidase N; ®8Ga-NODAGA-APRPG-COOH and %Ga-NODAGA-APRPG-
NH, were used for visualization of VEGFR-1, while the %Ga-NOTA-NGR-APRPG
heterodimer was used to further improve imaging parameters cell lines expressing both
proteins. We successfully prepared, radiolabeled, and characterized the compounds listed above
in a control and B16-F10 tumor-bearing animal model, and examined their PET imaging
properties. Each derivative was suitable for tumor imaging, however, the imaging properties of

the heterodimeric compound were outstanding.

Our novel radioligands were promising in both phases of the research and proven to be
effective in preclinical PET imaging. We have successfully presented proof of concept studies
with the new substances and the further application of these compounds are possible, but the

realization of the diagnostic value of these radioligand requires further optimization.

114



10. Irodalomjegyzék

10.1 A hivatkozott kozlemények jegyzéke

1. Johnson CS. Diffusion ordered nuclear magnetic resonance spectroscopy: principles and
applications. Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. Elsevier BV;
1999 May;34(3-4):203-56.

2. Miiller NL. Computed tomography and magnetic resonance imaging: past, present and
future. Eur Respir J Suppl. 2002 Feb;35:3s-12s.

3. Miiller NL, Miller RR. Computed Tomography of Chronic Diffuse Infiltrative Lung Disease:
Part 1. American Review of Respiratory Disease. American Thoracic Society; 1990
Nov;142(5):1206-15.

. Roentgen diagnosis of diseases of the head. by Arthgr Schuller. translated by Dr. Fred S.
Stocking. The Laryngoscope. Wiley; 1919 Apr;29(4):261-261.

. Colby TV, Swensen SJ. Anatomic distribution and histopathologic patterns in diffuse lung
disease: correlation with HRCT. J Thorac Imaging. 1996 Winter;11(1):1-26.

6. Sommer T, Fehske W, Holzknecht N, Smekal AV, Keller E, Lutterbey G, Kreft B, Kuhl C,
Gieseke J, Abu-Ramadan D, Schild H. Aortic dissection: a comparative study of
diagnosis with spiral CT, multiplanar transesophageal echocardiography, and MR
imaging. Radiology. 1996 May;199(2):347-52.

. Galuska L. Molekularis képalkotas és terapia hazankban LAM, 2005, 15(10), 753-757

. Cartwright L. Naked to the Bone: Medical Imaging in the Twentieth Century. Bettyann
Holtzmann Kevles. Isis. University of Chicago Press; 1997 Dec;88(4):738-9.

. Cherry SR. Fundamentals of positron emission tomography and applications in preclinical
drug development. J Clin Pharmacol. 2001 May;41(5):482-91.

10. Holman BL, Devous MD Sr. Functional brain SPECT: the emergence of a powerful clinical
method. J Nucl Med. 1992 Oct;33(10):1888-904.

11.https://multimodalneuroimaging.wordpress.com/2015/04/28/c-positron-emission-
tomography/ Utoljara megtekintve: 2020.04.05

12. Rahmim A, Zaidi H. PET versus SPECT: strengths, limitations and challenges. Nucl Med
Commun. 2008 Mar;29(3):193-207.

13. Townsend DW. Combined positron emission tomography-computed tomography: the
historical perspective. Semin Ultrasound CT MR. 2008 Aug;29(4):232-5.

14. Tune LE. Book Review Principles and Practice of Geriatric Psychiatry Edited by Marc E.
Agronin and Gabe J. Maletta. 762 pp. Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins,
2006. $149. 978-0-7817-4810-0. New England Journal of Medicine. Massachusetts
Medical Society; 2007 Mar 22;356(12):1283-1283.

15. Rich DA. A brief history of positron emission tomography. J Nucl Med Technol. 1997
Mar;25(1):4-11.

16. Ter-Pogossian MM, Raichle ME, Sobel BE. Positron-emission tomography. Sci Am. 1980
Oct;243(4):170-81.

SN

(62}

oo

[{e]

115


https://multimodalneuroimaging.wordpress.com/2015/04/28/c-positron-emission-tomography/
https://multimodalneuroimaging.wordpress.com/2015/04/28/c-positron-emission-tomography/

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

. Gallagher BM, Ansari A, Atkins H, Casella V, Christman DR, Fowler JS, Ido T, MacGregor
RR, Som P, Wan CN, Wolf AP, Kuhl DE, Reivich M. Radiopharmaceuticals XXVII.
18F-labeled 2-deoxy-2-fluoro-d-glucose as a radiopharmaceutical for measuring
regional myocardial glucose metabolism in vivo: tissue distribution and imaging studies

in animals. J Nucl Med. 1977 Oct;18(10):990-6.

. Cherry SR, Gambhir SS. Use of positron emission tomography in animal research. ILAR J.

2001:42(3):219-32.

. Wang J, Sanchez-Rosell6 M, Acefia JL, del Pozo C, Sorochinsky AE, Fustero S,
Soloshonok VA, Liu H. Fluorine in pharmaceutical industry: fluorine-containing drugs
introduced to the market in the last decade (2001-2011). Chem Rev. 2014 Feb

26;114(4):2432-506.

. Jones T, Townsend D. History and future technical innovation in positron emission

tomography. J Med Imaging (Bellingham). 2017 Jan;4(1):011013.

. Delbeke D, Martin WH, Patton JA, Sandler MP, editors. Practical FDG Imaging: A

Teaching File. Springer New York; 2004.

. Vaidyanathan S, Patel CN, Scarsbrook AF, Chowdhury FU. FDG PET/CT in infection and

inflammation--current and emerging clinical applications. Clin Radiol.
Jul;70(7):787-800.

2015

. Patel H, Mazur W, Williams KA Sr, Kalra DK. Myocardial viability-State of the art: Is it
still relevant and how to best assess it with imaging? Trends Cardiovasc Med. 2018

Jan;28(1):24-37.

. Hara T, Kosaka N, Shinoura N, Kondo T. PET imaging of brain tumor with [methyl-

11C]choline. J Nucl Med. 1997 Jun;38(6):842-7.

. De Witte O, Goldberg I, Wikler D, Rorive S, Damhaut P, Monclus M, Salmon I, Brotchi J,
Goldman S. Positron emission tomography with injection of methionine as a prognostic

factor in glioma. J Neurosurg. 2001 Nov;95(5):746-50.

. Mintun MA, LaRossa GN, Sheline Y1, Dence CS, Lee SY, Mach RH, et al. [L1C]PIB ina
nondemented population: Potential antecedent marker of Alzheimer disease. Neurology.

Ovid Technologies (Wolters Kluwer Health); 2006 Aug 7;67(3):446-52.

. Grassi I, Nanni C, Allegri V, Morigi JJ, Montini GC, Castellucci P, Fanti S. The clinical

use of PET with (11)C-acetate. Am J Nucl Med Mol Imaging. 2012;2(1):33-47.

. Knapp WH, Helus F, Sinn H, Ostertag H, Georgi P, Brandeis WE, Braun A. N-13 L-
glutamate uptake in malignancy: its relationship to blood flow. J Nucl Med. 1984

Sep:25(9):989-97.

. Kitsiou AN, Bacharach SL, Bartlett ML, Srinivasan G, Summers RM, Quyyumi AA,
Dilsizian V. 13N-ammonia myocardial blood flow and uptake: relation to functional

outcome of asynergic regions after revascularization. J Am Coll Cardiol.

Mar;33(3):678-86.

1999

. Yamamoto Y, de Silva R, Rhodes CG, Araujo LI, lida H, Rechavia E, Nihoyannopoulos P,
Hackett D, Galassi AR, Taylor CJ, et al. A new strategy for the assessment of viable
myocardium and regional myocardial blood flow using 150-water and dynamic

positron emission tomography. Circulation. 1992 Jul;86(1):167-78.

. Shukla AK, Kumar U. Positron emission tomography: An overview. J Med Phys. 2006

Jan;31(1):13-21. doi: 10.4103/0971-6203.25665.

116



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Ben-Haim S, Ell P. 18F-FDG PET and PET/CT in the evaluation of cancer treatment
response. J Nucl Med. 2009 Jan;50(1):88-99.

Dunet V, Rossier C, Buck A, Stupp R, Prior JO. Performance of 18F-fluoro-ethyl-tyrosine
(18F-FET) PET for the differential diagnosis of primary brain tumor: a systematic
review and Metaanalysis. J Nucl Med. 2012 Feb;53(2):207-14.

Been LB, Suurmeijer AJ, Cobben DC, Jager PL, Hoekstra HJ, Elsinga PH. [18F]FLT-PET
in oncology: current status and opportunities. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2004
Dec;31(12):1659-72.

DeGrado TR, Baldwin SW, Wang S, Orr MD, Liao RP, Friedman HS, Reiman R, Price DT,
Coleman RE. Synthesis and evaluation of (18)F-labeled choline analogs as oncologic
PET tracers. J Nucl Med. 2001 Dec;42(12):1805-14.

Evangelista L, Cervino AR, Guttilla A, Zattoni F, Cuccurullo V, Mansi L. '®F-
fluoromethylcholine or '®F-fluoroethylcholine pet for prostate cancer imaging: which is
better? A literature revision. Nucl Med Biol. 2015 Apr;42(4):340-8.

Xu Z, Li XF, Zou H, Sun X, Shen B. F-Fluoromisonidazole in tumor hypoxia imaging.
Oncotarget. 2017 Oct 7;8(55):94969-94979.

Alawneh JA, Moustafa RR, Marrapu ST, Jensen-Kondering U, Morris RS, Jones PS,
Aigbirhio FI, Fryer TD, Carpenter TA, Warburton EA, Baron JC. Diffusion and
perfusion correlates of the 18F-MISO PET lesion in acute stroke: pilot study. Eur J Nucl
Med Mol Imaging. 2014 Apr;41(4):736-44.

Savi A, Incerti E, Fallanca F, Bettinardi V, Rossetti F, Monterisi C, Compierchio A, Negri
G, Zannini P, Gianolli L, Picchio M. First Evaluation of PET-Based Human
Biodistribution and Dosimetry of ®F-FAZA, a Tracer for Imaging Tumor Hypoxia. J
Nucl Med. 2017 Aug;58(8):1224-1229.

Jadvar H, Desai B, Conti PS. Sodium 18F-fluoride PET/CT of bone, joint, and other
disorders. Semin Nucl Med. 2015 Jan;45(1):58-65.

Héglund J, Shirvan A, Antoni G, Gustavsson SA, Langstrom B, Ringheim A, Sérensen J,
Ben-Ami M, Ziv |. 18F-ML-10, a PET tracer for apoptosis: first human study. J Nucl
Med. 2011 May;52(5):720-5.

Ito K, Morrish PK, Rakshi JS, Uema T, Ashburner J, Bailey DL, Friston KJ, Brooks DJ.
Statistical parametric mapping with 18F-dopa PET shows bilaterally reduced striatal
and nigral dopaminergic function in early Parkinson's disease. J Neurol Neurosurg
Psychiatry. 1999 Jun;66(6):754-8..

Murphy KR, Landau SM, Choudhury KR, Hostage CA, Shpanskaya KS, Sair HI, Petrella
JR, Wong TZ, Doraiswamy PM; Alzheimer's Disease Neuroimaging Initiative.
Mapping the effects of ApoE4, age and cognitive status on 18F-florbetapir PET
measured regional cortical patterns of beta-amyloid density and growth. Neuroimage.
2013 Sep;78:474-80.

Beer AJ, Haubner R, Goebel M, Luderschmidt S, Spilker ME, Wester HJ, Weber WA,
Schwaiger M. Biodistribution and pharmacokinetics of the alphavbeta3-selective tracer
18F-galacto-RGD in cancer patients. J Nucl Med. 2005 Aug;46(8):1333-41.

Henze M, Schuhmacher J, Hipp P, Kowalski J, Becker DW, Doll J, Midcke HR, Hofmann
M, Debus J, Haberkorn U. PET imaging of somatostatin receptors using [68GA]DOTA-
D-Phel-Tyr3-octreotide: first results in patients with meningiomas. J Nucl Med. 2001

Jul;42(7):1053-6.
117



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.
58.

59.

60.

Treglia G, Castaldi P, Rindi G, Giordano A, Rufini V. Diagnostic performance of Gallium-
68 somatostatin receptor PET and PET/CT in patients with thoracic and
gastroenteropancreatic neuroendocrine tumours: a meta-analysis. Endocrine. 2012
Aug;42(1):80-7.

Virgolini I, Ambrosini V, Bomanji JB, Baum RP, Fanti S, Gabriel M, Papathanasiou ND,
Pepe G, Oyen W, De Cristoforo C, Chiti A. Procedure guidelines for PET/CT tumour
imaging with 68Ga-DOTA-conjugated peptides: 68Ga-DOTA-TOC, 68Ga-DOTA-
NOC, 68Ga-DOTA-TATE. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2010 Oct;37(10):2004-10.

Eppard E, de la Fuente A, BeneSova M, Khawar A, Bundschuh RA, Girtner FC, Kreppel
B, Kopka K, Essler M, Rosch F. Clinical Translation and First In-Human Use of
[*4Sc]Sc-PSMA-617 for PET Imaging of Metastasized Castrate-Resistant Prostate
Cancer. Theranostics. 2017 Sep 26;7(18):4359-4369.

Hernandez R, Valdovinos HF, Yang Y, Chakravarty R, Hong H, Barnhart TE, et al. 44Sc:
An Attractive Isotope for Peptide-Based PET Imaging. Molecular Pharmaceutics
[Internet]. American Chemical Society (ACS); 2014 Jul 23;11(8):2954-61.

Pruszynski M, Majkowska-Pilip A, Loktionova NS, Eppard E, Roesch F. Radiolabeling of
DOTATOC with the long-lived positron emitter 44Sc. Appl Radiat Isot. 2012
Jun;70(6):974-9.

Ulaner GA, Hyman DM, Lyashchenko SK, Lewis JS, Carrasquillo JA. 89Zr-Trastuzumab
PET/CT for Detection of Human Epidermal Growth Factor Receptor 2-Positive
Metastases in Patients With Human Epidermal Growth Factor Receptor 2-Negative
Primary Breast Cancer. Clin Nucl Med. 2017 Dec;42(12):912-917.

OGYEI: ,Radioaktiv gyogyszerkészitmények”; 01-2014:0125:Ph.Hg.VIII.-Ph.Eur. 8.0.-
1.10, 2014. Utoljara megtekintve: 2021. januar 12.

Dash A, Chakravarty R. Radionuclide generators: the prospect of availing PET radiotracers
to meet current clinical needs and future research demands. Am J Nucl Med Mol
Imaging. 2019 Feb 15;9(1):30-66.

Knapp FF Jr, Mirzadeh S. The continuing important role of radionuclide generator systems
for nuclear medicine. Eur J Nucl Med. 1994 Oct;21(10):1151-65.

Vértes A, Nagy A, Klencsar Z, Rezso G. Lovas, Frank Rosch (eds.), Handbook of Nuclear
Chemistry, ISBN 978-1-4419-0719-6

Velikyan 1. 68Ga-Based radiopharmaceuticals: production and application relationship.
Molecules. 2015 Jul 16;20(7):12913-43.

GLEASON Gl. A positron cow. Int J Appl Radiat Isot. 1960 Jul;8:90-4.

Greene MW, Tucker WD. An improved gallium-68 cow. The International Journal of
Applied Radiation and Isotopes. Elsevier BV; 1961 Nov;12(1-2):62-3. 5.

GOTTSCHALK A, ANGER HO. THE SENSITIVITY OF THE POSITRON
SCINTILLATION CAMERA FOR DETECTING SIMULATED BRAIN TUMORS
WITH GALLIUM 68-EDTA. Am J Roentgenol Radium Ther Nucl Med. 1964
Jul;92:174-6.

YANO Y, ANGER HO. A GALLIUM-68 POSITRON COW FOR MEDICAL USE. J Nucl
Med. 1964 Jun;5:484-7.

118



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Kopecky P, Mudrova B. 68Ge/68Ga generator for the production of 68Ga in an ionic form.
The International Journal of Applied Radiation and Isotopes. Elsevier BV; 1974
Jun;25(6):263-8.

Malyshev, K.V., Smirnov, V.V., 1975. Gallium-68 yield from hydrated zirconium oxide-
based generators. Sov. Radiochem. 17, 137.

Neirinckx RD, Davis MA. Potential column chromatography for ionic Ga-68. Il: Organic
ion exchangers as chromatographic supports. J Nucl Med. 1980 Jan;21(1):81-3.

Arino H, Skraba WJ, Kramer HH. A new 68Ge/68Ga radioisotope generator system. The
International Journal of Applied Radiation and Isotopes. Elsevier BV; 1978
Feb;29(2):117-20.

Velikyan I. Positron emitting [68Ga]Ga-based imaging agents: chemistry and diversity.
Med Chem. 2011 Sep;7(5):345-79.

Bauwens M, Chekol R, Vanbilloen H, Bormans G, Verbruggen A. Optimal buffer choice
of the radiosynthesis of (68)Ga-Dotatoc for clinical application. Nucl Med Commun.
2010 Aug;31(8):753-8.

Velikyan I, Beyer GJ, Langstrom B. Microwave-supported preparation of (68)Ga
bioconjugates with high specific radioactivity. Bioconjug Chem. 2004 May-
Jun;15(3):554-60.

Rosch F. Past, present and future of 68Ge/68Ga generators. Appl Radiat Isot. 2013
Jun;76:24-30.

Zhernosekov KP, Filosofov DV, Baum RP, Aschoff P, Bihl H, Razbash AA, Jahn M,
Jennewein M, Rosch F. Processing of generator-produced 68Ga for medical application.
J Nucl Med. 2007 Oct;48(10):1741-8.

Meyer GJ, Micke H, Schuhmacher J, Knapp WH, Hofmann M. 68Ga-labelled DOTA-
derivatised peptide ligands. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2004 Aug;31(8):1097-104.

Asti M, De Pietri G, Fraternali A, Grassi E, Sghedoni R, Fioroni F, Roesch F, Versari A,
Salvo D. Validation of (68)Ge/(68)Ga generator processing by chemical purification for
routine clinical application of (68)Ga-DOTATOC. Nucl Med Biol. 2008
Aug;35(6):721-4.

Breeman WA, de Jong M, de Blois E, Bernard BF, Konijnenberg M, Krenning EP.
Radiolabelling DOTA-peptides with 68Ga. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2005
Apr;32(4):478-85.

Green MA, Welch MJ. Gallium radiopharmaceutical chemistry. Int J Rad Appl Instrum B.
1989;16(5):435-48.

Greenwood NN, Earnshaw A. Chemistry of the Elements 2nd Edition, 1997, ISBN-13: 978-
075063365.

75.Meisenheimer M, Saenko Y, Eppard E. Gallium-68: Radiolabeling of Radiopharmaceuticals

76.

77.

for PET Imaging - A Lot to Consider. Medical Isotopes. IntechOpen; 2021 Jan 7.

Wester HJ. Munich Molecular Imaging Handbook Series, Pharmaceutical Radiochemistry
(1) 2010, ISBN # 9783981352306.

Shannon RD. Revised effective ionic radii and systematic studies of interatomic distances
in halides and chalcogenides. Acta Crystallographica Section A. International Union of
Crystallography (IUCr); 1976 Sep 1;32(5):751-67.

119



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Ramogida CF, Orvig C. Tumour targeting with radiometals for diagnosis and therapy. Chem
Commun (Camb). 2013 May 25;49(42):4720-39.

Zeng D, Zeglis BM, Lewis JS, Anderson CJ. The growing impact of bioorthogonal click
chemistry on the development of radiopharmaceuticals. J Nucl Med. 2013
Jun;54(6):829-32.

Byegard J, Skarnemark G, Skalberg M. The stability of some metal EDTA, DTPA and
DOTA complexes: Application as tracers in groundwater studies. Journal of
Radioanalytical and Nuclear Chemistry. Springer Science and Business Media LLC;
1999 Aug;241(2):281-90.

Stimmel JB, Stockstill ME, Kull FC Jr. Yttrium-90 chelation properties of
tetraazatetraacetic acid macrocycles, diethylenetriaminepentaacetic acid analogues, and
a novel terpyridine acyclic chelator. Bioconjug Chem. 1995 Mar-Apr;6(2):219-25.

Camera L, Kinuya S, Garmestani K, Wu C, Brechbiel MW, Pai LH, McMurry TJ, Gansow
OA, Pastan I, Paik CH, et al. Evaluation of the serum stability and in vivo biodistribution
of CHX-DTPA and other ligands for yttrium labeling of monoclonal antibodies. J Nucl
Med. 1994 May;35(5):882-9.

Price EW, Orvig C. Matching chelators to radiometals for radiopharmaceuticals. Chem Soc
Rev. 2014 Jan 7;43(1):260-90.

Autio A, Virtanen H, Tolvanen T, Liljenback H, Oikonen V, Saanijoki T, Siitonen R,
Kikela M, Schiissele A, Terds M, Roivainen A. Absorption, distribution and excretion
of intravenously injected (68)Ge/ (68)Ga generator eluate in healthy rats, and estimation
of human radiation dosimetry. EINMMI Res. 2015 Dec;5(1):117

Maecke HR, Hofmann M, Haberkorn U. (68)Ga-labeled peptides in tumor imaging. J Nucl
Med. 2005 Jan;46 Suppl 1:172S-8S.

Chitambar CR. Medical applications and toxicities of gallium compounds. Int J Environ
Res Public Health. 2010 May;7(5):2337-61.

Yang J, Kan Y, Ge BH, Yuan L, Li C, Zhao W. Diagnostic role of Gallium-68 DOTATOC
and Gallium-68 DOTATATE PET in patients with neuroendocrine tumors: a meta-
analysis. Acta Radiol. 2014 May;55(4):389-98.

Kubicek V, Havlickova J, Kotek J, Tircs6 G, Hermann P, Toth E, Lukes 1. Gallium(III)
complexes of DOTA and DOTA-monoamide: kinetic and thermodynamic studies. Inorg
Chem. 2010 Dec 6;49(23):10960-9.

Niu W, Wong EH, Weisman GR, Peng Y, Anderson CJ, Zakharov LN, et al. Structural and
Dynamic Studies of Zinc, Gallium, and Cadmium Complexes of a Dicarboxylate
Pendant-Armed Cross-Bridged Cyclen. European Journal of Inorganic Chemistry.
Wiley; 2004 Aug;2004(16):3310-5. 5

Aime S, Botta M, Geninatti Crich S, Giovenzana GB, Jommi G, Pagliarin R, Sisti M.
Synthesis and NMR Studies of Three Pyridine-Containing Triaza Macrocyclic
Triacetate Ligands and Their Complexes with Lanthanide lons. Inorg Chem. 1997 Jul
2;36(14):2992-3000.

Ferreira CL, Lamsa E, Woods M, Duan Y, Fernando P, Bensimon C, Kordos M, Guenther
K, Jurek P, Kiefer GE. Evaluation of bifunctional chelates for the development of
gallium-based radiopharmaceuticals. Bioconjug Chem. 2010 Mar 17;21(3):531-6.

120



92. Hicks RJ. Should positron emission tomography/computed tomography be the first rather
than the last test performed in the assessment of cancer? Cancer Imaging. 2012 Sep
28;12(2):315-23.

93. Treglia G, Castaldi P, Rindi G, Giordano A, Rufini V. Diagnostic performance of Gallium-
68 somatostatin receptor PET and PET/CT in patients with thoracic and
gastroenteropancreatic neuroendocrine tumours: a meta-analysis. Endocrine. 2012
Aug;42(1):80-7.

94. Oberg K. Gallium-68 somatostatin receptor PET/CT: is it time to replace (111)Indium
DTPA octreotide for patients with neuroendocrine tumors? Endocrine. 2012
Aug;42(1):3-4.

95. Schreiter NF, Brenner W, Nogami M, Buchert R, Huppertz A, Pape UF, Prasad VV, Hamm
B, Maurer MH. Cost comparison of 111In-DTPA-octreotide scintigraphy and 68Ga-
DOTATOC PET/CT for staging enteropancreatic neuroendocrine tumours. Eur J Nucl
Med Mol Imaging. 2012 Jan;39(1):72-82.

96. Velikyan I, Maecke H, Langstrom B. Convenient preparation of 68Ga-based PET-
radiopharmaceuticals at room temperature. Bioconjug Chem. 2008 Feb;19(2):569-73.

97. Clarke ET, Martell AE. Stabilities of trivalent metal ion complexes of the tetraacetate
derivatives of 12-, 13- and 14-membered tetraazamacrocycles. Inorganica Chimica
Acta. Elsevier BV; 1991 Dec;190(1):37-46.

98. Jeong JM, Hong MK, Chang YS, Lee YS, Kim YJ, Cheon GJ, Lee DS, Chung JK, Lee MC.
Preparation of a promising angiogenesis PET imaging agent: 68Ga-labeled c(RGDyK)-
isothiocyanatobenzyl-1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacetic acid and feasibility
studies in mice. J Nucl Med. 2008 May;49(5):830-6.

99. Tsionou MI, Knapp CE, Foley CA, Munteanu CR, Cakebread A, Imberti C, Eykyn TR,
Young JD, Paterson BM, Blower PJ, Ma MT. Comparison of macrocyclic and acyclic
chelators for gallium-68 radiolabelling. RSC Adv. 2017 Oct 24;7(78):49586-49599.

100. Jyo A, Kohno T, Terazono Y, Kawano S. Crystal Structure of Gallium(ll1) Complex of
1,4,7-Triazacyclonane-N,N’,N"-Triacetate. Anal. Sci. 1990, 6, 323—324. 3.

101. Maté G, Simeéek J, Pniok M, Kertész I, Notni J, Wester HJ, Galuska L, Hermann P. The
influence of the combination of carboxylate and phosphinate pendant arms in 1,4,7-
triazacyclononane-based chelators on their 68Ga labelling properties. Molecules. 2015
Jul 21;20(7):13112-26.

102. Notni J, Hermann P, Havlickova J, Kotek J, Kubicek V, Plutnar J, Loktionova N, Riss PJ,
Rosch F, Lukes 1. A triazacyclononane-based bifunctional phosphinate ligand for the
preparation of multimeric 68Ga tracers for positron emission tomography. Chemistry.
2010 Jun 25;16(24):7174-85.

103. Eder M, Knackmuss S, Le Gall F, Reusch U, Rybin V, Little M, Haberkorn U, Mier W,
Eisenhut M. 68Ga-labelled recombinant antibody variants for immuno-PET imaging of
solid tumours. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2010 Jul;37(7):1397-407.

104. Eder M, Neels O, Miiller M, Bauder-Wiist U, Remde Y, Schiafer M, Hennrich U, Eisenhut
M, Afshar-Oromieh A, Haberkorn U, Kopka K. Novel Preclinical and
Radiopharmaceutical Aspects of [68Ga]Ga-PSMA-HBED-CC: A New PET Tracer for
Imaging of Prostate Cancer. Pharmaceuticals (Basel). 2014 Jun 30;7(7):779-96.

121



105. Ma R, Murase |, Martell AE. Synthesis and characterization of metal complexes with
N,N"-bis(2-hydroxybenzyl)-diethylenetriamine-N, N’,N”-triacetic acid and the
stabilities of its complexes with divalent and trivalent metal ions. Inorganica Chimica
Acta. Elsevier BV; 1994 Aug;223(1-2):109-19.

106. Weineisen M, Simecek J, Schottelius M, Schwaiger M, Wester HJ. Synthesis and
preclinical evaluation of DOTAGA-conjugated PSMA ligands for functional imaging
and endoradiotherapy of prostate cancer. EJNMMI Res. 2014 Dec;4(1):63.

107. Eder M, Wingler B, Knackmuss S, LeGall F, Little M, Haberkorn U, Mier W, Eisenhut
M. Tetrafluorophenolate of HBED-CC: a versatile conjugation agent for 68Ga-labeled
small recombinant antibodies. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2008 Oct;35(10):1878-86.

108.Liu S, Edwards DS. Bifunctional chelators for therapeutic lanthanide
radiopharmaceuticals. Bioconjug Chem. 2001 Jan-Feb;12(1):7-34.

109. Moreau J, Guillon E, Pierrard JC, Rimbault J, Port M, Aplincourt M. Complexing
mechanism of the lanthanide cations Eu3+, Gd3+, and Tb3+ with 1,4,7,10-
tetrakis(carboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane  (dota)-characterization of
three successive complexing phases: study of the thermodynamic and structural
properties of the complexes by potentiometry, luminescence spectroscopy, and EXAFS.
Chemistry. 2004 Oct 11;10(20):5218-32.

110. Boros E, Ferreira CL, Cawthray JF, Price EW, Patrick BO, Wester DW, Adam MJ, Orvig
C. Acyclic chelate with ideal properties for (68)Ga PET imaging agent elaboration. J
Am Chem Soc. 2010 Nov 10;132(44):15726-33.

111. Kojima S, Jay M. Comparisons of labeling efficiency, biological activity and
biodistribution among 125I-, 67Ga-DTPA-and 67Ga-DFO-lectins. Eur J Nucl Med.
1987;13(7):366-70.

112. Roux A, Gillet R, Huclier-Markai S, Ehret-Sabatier L, Charbonniére LJ, Nonat AM.
Bifunctional bispidine derivatives for copper-64 labelling and positron emission
tomography. Org Biomol Chem. 2017 Feb 7;15(6):1475-1483.

113. Price TW, Yap SY, Gillet R, Savoie H, Charbonni¢re LJ, Boyle RW, Nonat AM, Stasiuk
GJ. Evaluation of a Bispidine-Based Chelator for Gallium-68 and of the Porphyrin
Conjugate as PET/PDT Theranostic Agent. Chemistry. 2020 Jun 18;26(34):7602-7608.

114. Ramogida CF, Orvig C. Tumour targeting with radiometals for diagnosis and therapy.
Chem Commun (Camb). 2013 May 25;49(42):4720-309.

115. Zeng D, Zeglis BM, Lewis JS, Anderson CJ. The growing impact of bioorthogonal click
chemistry on the development of radiopharmaceuticals. J Nucl Med. 2013
Jun;54(6):829-32.

116. Bartholoma MD. Recent developments in the design of bifunctional chelators for metal-
based radiopharmaceuticals used in Positron Emission Tomography. Inorganica
Chimica Acta. Elsevier BV; 2012 Jul;389:36-51.

117. Nayak TK, Garmestani K, Baidoo KE, Milenic DE, Brechbiel MW. PET imaging of tumor
angiogenesis in mice with VEGF-A-targeted (86)Y-CHX-A"-DTPA-bevacizumab. Int
J Cancer. 2011 Feb 15;128(4):920-6.

118. Rosch F, Baum RP. Generator-based PET radiopharmaceuticals for molecular imaging of
tumours: on the way to THERANOSTICS. Dalton Trans. 2011 Jun 21;40(23):6104-11.
119. Uong A, Zon LI. Melanocytes in development and cancer. J Cell Physiol. 2010

Jan;222(1):38-41.
122



120.
121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

https://www.who.int/uv/fag/skincancer/en/index1.html Utoljara megtekintve: 2020.03.14.

Apalla Z, Nashan D, Weller RB, Castellsagu¢ X. Skin Cancer: Epidemiology, Disease
Burden, Pathophysiology, Diagnosis, and Therapeutic Approaches. Dermatol Ther
(Heidelb). 2017 Jan;7(Suppl 1):5-109.

Grant-Kels JM. Melanoma and pigmented lesions, part 1. Clinics in Dermatology. Elsevier
BV; 2009 Jan;27(1):1-2.

Ranieri JM, Wagner JD, Wenck S, Johnson CS, Coleman JJ. The Prognostic Importance
of Sentinel Lymph Node Biopsy in Thin Melanoma. Annals of Surgical Oncology.
Springer Science and Business Media LLC; 2006 May 22;13(7):927-32.

Janczak M. The role of radiopharmaceuticals in diagnosis of melanoma malignum. Nucl
Med Rev Cent East Eur. 2009;12(2):83-8.

Sandru A, Voinea S, Panaitescu E, Blidaru A. Survival rates of patients with metastatic
malignant melanoma. J Med Life. 2014 Oct-Dec;7(4):572-6.

Mclvor J, Siew T, Campbell A, McCarthy M. FDG PET in early stage cutaneous malignant
melanoma. J Med Imaging Radiat Oncol. 2014 Apr;58(2):149-54; quiz 266.

Luke JJ, Flaherty KT, Ribas A, Long GV. Targeted agents and immunotherapies:
optimizing outcomes in melanoma. Nat Rev Clin Oncol. 2017 Aug;14(8):463-482.

Jiang L, Tu Y, Shi H, Cheng Z. PET probes beyond (18)F-FDG. J Biomed Res. 2014
Nov;28(6):435-46.

Acland KM, Healy C, Calonje E, O’Doherty M, Nunan T, Page C, et al. Comparison of
Positron Emission Tomography Scanning and Sentinel Node Biopsy in the Detection of
Micrometastases of Primary Cutaneous Malignant Melanoma. Journal of Clinical
Oncology. American Society of Clinical Oncology (ASCO); 2001 May
15;19(10):2674-8.

Fletcher JW, Djulbegovic B, Soares HP, Siegel BA, Lowe VJ, Lyman GH, et al.
Recommendations on the Use of 18F-FDG PET in Oncology. Journal of Nuclear
Medicine. Society of Nuclear Medicine; 2008 Feb 20;49(3):480-508.

Lin NU, Lee EQ, Aoyama H, Barani 1J, Barboriak DP, Baumert BG, et al. Response
assessment criteria for brain metastases: proposal from the RANO group. The Lancet
Oncology. Elsevier BV; 2015 Jun;16(6):e270-e278.

Ghasemi M, Nabipour I, Omrani A, Alipour Z, Assadi M. Precision medicine and
molecular imaging: new targeted approaches toward cancer therapeutic and diagnosis.
Am J Nucl Med Mol Imaging. 2016 Nov 30;6(6):310-327.

d'Ischia M, Wakamatsu K, Cicoira F, Di Mauro E, Garcia-Borron JC, Commo S, Galvan
I, Ghanem G, Kenzo K, Meredith P, Pezzella A, Santato C, Sarna T, Simon JD, Zecca
L, Zucca FA, Napolitano A, Ito S. Melanins and melanogenesis: from pigment cells
to human health and technological applications. Pigment Cell Melanoma Res. 2015
Sep;28(5):520-44.

Dadachova E, Casadevall A. Melanin as a potential target for radionuclide therapy of
metastatic melanoma. Future Oncol. 2005 Aug;1(4):541-9.

Thompson JF, Scolyer RA, Kefford RF. Cutaneous melanoma. Lancet. 2005 Feb 19-
25;365(9460):687-701.

123


https://www.who.int/uv/faq/skincancer/en/index1.html

136. Larsson BS. Interaction between chemicals and melanin. Pigment Cell Res. 1993
Jun;6(3):127-33.

137. Ings RM. The melanin binding of drugs and its implications. Drug Metab Rev. 1984;15(5-
6):1183-212.

138. Michelot JM, Moreau MF, Labarre PG, Madelmont JC, Veyre AJ, Papon JM, Parry DF,
Bonafous JF, Boire JY, Desplanches GG, et al. Synthesis and evaluation of new iodine-
125 radiopharmaceuticals as potential tracers for malignant melanoma. J Nucl Med.
1991 Aug;32(8):1573-80.

139. Sillaire-Houtmann I, Bonafous J, Veyre A, Mestas D, D'Incan M, Moins N, Kemeny JL,
Chossat F, Bacin F. Etude cliniqgue en phase 2 de la BZA2 (123IN-(2-
diéthylaminoéthyl)-2-iodobenzamide) dans le diagnostic du mélanome malin oculaire
et de ses métastases [Phase 2 clinical study of 123I-N-(2-diethylaminoethyl)-2-
iodobenzamide in the diagnostic of primary and metastatic ocular melanoma]. J Fr
Ophtalmol. 2004 Jan;27(1):34-9.

140. Moins N, D'Incan M, Bonafous J, Bacin F, Labarre P, Moreau MF, Mestas D, Noirault E,
Chossat F, Berthommier E, Papon J, Bayle M, Souteyrand P, Madelmont JC, Veyre A.
1231-N-(2-diethylaminoethyl)-2-iodobenzamide: a potential imaging agent for
cutaneous melanoma staging. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2002 Nov;29(11):1478-84.

141. Dittmann H, Coenen HH, Zslzer F, Dutschka K, Brandau W, Streffer C. In vitro studies
on the cellular uptake of melanoma imaging aminoalkyl-iodobenzamide derivatives
(ABA). Nucl Med Biol. 1999 Jan;26(1):51-6.

142. Larisch R, Schulte KW, Vosberg H, Ruzicka T, Miiller-Gértner HW. Differential
accumulation of iodine-123-iodobenzamide in melanotic and amelanotic melanoma
metastases in vivo. J Nucl Med. 1998 Jun;39(6):996-1001.

143. Labarre P, Papon J, Moreau MF, Moins N, Veyre A, Madelmont JC. Evaluation in mice
of some iodinated melanoma imaging agents using cryosectioning and multi-wire
proportional counting. Eur J Nucl Med. 1999 May;26(5):494-8.

144. Cachin F, Miot-Noirault E, Gillet B, Isnardi V, Labeille B, Payoux P, Meyer N, Cammilleri
S, Gaudy C, Razzouk-Cadet M, Lacour JP, Granel-Brocard F, Tychyj C, Benbouzid F,
Grange JD, Baulieu F, Kelly A, Merlin C, Mestas D, Gachon F, Chezal JM, Degoul F,
D'Incan M. (123)I-BZA2 as a melanin-targeted radiotracer for the identification of
melanoma metastases: results and perspectives of a multicenter phase 111 clinical trial. J
Nucl Med. 2014 Jan;55(1):15-22..

145. Liu X, Pham TQ, Berghofer P, Chapman J, Greguric I, Mitchell P, Mattner F, Loc'h C,
Katsifis A. Synthesis and evaluation of novel radioiodinated nicotinamides for
malignant melanoma. Nucl Med Biol. 2008 Oct;35(7):769-81.

146. Bonnet-Duguennoy M, Papon J, Mishellany F, Labarre P, Guerquin-Kern JL, Wu TD,
Gardette M, Maublant J, Penault-Llorca F, Miot-Noirault E, Cayre A, Madelmont JC,
Chezal JM, Moins N. Targeted radionuclide therapy of melanoma: anti-tumoural
efficacy studies of a new 131l labelled potential agent. Int J Cancer. 2009 Aug
1;125(3):708-16.

147. Degoul F, Borel M, Jacquemot N, Besse S, Communal Y, Mishellany F, Papon J, Penault-
Llorca F, Donnarieix D, Doly M, Maigne L, Miot-Noirault E, Cayre A, Cluzel J, Moins
N, Chezal JM, Bonnet M. In vivo efficacy of melanoma internal radionuclide therapy

124



with a 1311-labelled melanin-targeting heteroarylcarboxamide molecule. Int J Cancer.
2013 Sep 1;133(5):1042-53.

148. Garg PK, Nazih R, Wu Y, Singh R, Garg S. 4-!'C-Methoxy N-(2-Diethylaminoethyl)
Benzamide: A Novel Probe to Selectively Target Melanoma. J Nucl Med. 2017
May;58(5):827-832.

149. Ren G, Miao Z, Liu H, Jiang L, Limpa-Amara N, Mahmood A, Gambhir SS, Cheng Z.
Melanin-targeted preclinical PET imaging of melanoma metastasis. J Nucl Med. 2009
Oct;50(10):1692-9.

150. Wu SY, Huang SP, Lo YC, Liu RS, Wang SJ, Lin WJ, Shen CC, Wang HE. Synthesis and
preclinical characterization of [18F]FPBZA: a novel PET probe for melanoma. Biomed
Res Int. 2014;2014:912498.

151. Chang CC, Chang CH, Lo YH, Lin MH, Shen CC, Liu RS, Wang HE, Chen CL.
Preparation and characterization of a novel AI(18)F-NOTA-BZA conjugate for
melanin-targeted imaging of malignant melanoma. Bioorg Med Chem Lett. 2016 Aug
15;26(16):4133-9.

152. Sun X, Li Y, Liu T, Li Z, Zhang X, Chen X. Peptide-based imaging agents for cancer
detection. Adv Drug Deliv Rev. 2017 Feb;110-111:38-51.

153. Singh M, Mukhopadhyay K. Alpha-melanocyte stimulating hormone: an emerging anti-
inflammatory antimicrobial peptide. Biomed Res Int. 2014;2014:874610.

154, Garg PK, Alston KL, Welsh PC, Zalutsky MR. Enhanced binding and inertness to
dehalogenation of alpha-melanotropic peptides labeled using N-succinimidyl 3-
iodobenzoate. Bioconjug Chem. 1996 Mar-Apr;7(2):233-9.

155. Cowell SM, Balse-Srinivasan PM, Ahn JM, Hruby VJ. Design and synthesis of peptide
antagonists and inverse agonists for G protein-coupled receptors. Methods Enzymol.
2002;343:49-72.

156. Cai W, Chen X. Multimodality molecular imaging of tumor angiogenesis. J Nucl Med.
2008 Jun;49 Suppl 2:113S-28S.

157. Simons M. Angiogenesis: where do we stand now? Circulation. 2005 Mar
29;111(12):1556-66.

158. Thakur C. Angiogenesis in Brain Tumors. Nanotechnology-Based Targeted Drug Delivery
Systems for Brain Tumors, 2018 p:27-47. ISBN: 978-0-12-812218-1.

159. Vermeulen AH, Keltjens HM, van't Hof MA, Kayser AF. Ten-year evaluation of
removable partial dentures: survival rates based on retreatment, not wearing and
replacement. J Prosthet Dent. 1996 Sep;76(3):267-72.

160. Folkman J. Role of angiogenesis in tumor growth and metastasis. Semin Oncol. 2002
Dec;29(6 Suppl 16):15-8.

161. Higuchi T, Bengel FM, Seidl S, Watzlowik P, Kessler H, Hegenloh R, Reder S, Nekolla
SG, Wester HJ, Schwaiger M. Assessment of alphavbeta3 integrin expression after
myocardial infarction by positron emission tomography. Cardiovasc Res. 2008 May
1;78(2):395-403.

162. Wu C, Li F, Niu G, Chen X. PET imaging of inflammation biomarkers. Theranostics. 2013
Jun 24;3(7):448-66.

163. Folkman J. Tumor angiogenesis: therapeutic implications. N Engl J Med. 1971 Nov
18;285(21):1182-6.

125



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

Ishigami SI, Arii S, Furutani M, Niwano M, Harada T, Mizumoto M, Mori A, Onodera H,
Imamura M. Predictive value of vascular endothelial growth factor (VEGF) in
metastasis and prognosis of human colorectal cancer. Br J Cancer. 1998
Nov;78(10):1379-84.

Angiogenesis Foundation. Historical highlights of the angiogenesis field. http://www.
angio.org/understanding/highlight.php. Utoljara megtekintve: 2020.03.15

Strebhardt K, Ullrich A. Paul Ehrlich's magic bullet concept: 100 years of progress. Nat
Rev Cancer. 2008 Jun;8(6):473-80.

Ferrara N, Davis-Smyth T. The biology of vascular endothelial growth factor. Endocr Rev.
1997 Feb;18(1):4-25.

Robinson CJ, Stringer SE. The splice variants of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and their receptors. J Cell Sci. 2001 Mar;114(Pt 5):853-65.

Torok S, Dome B. A tumorindukalt angiogenezis gatlasanak lehetdségei: eredmények
multi-target tirozinkinaz-gatlokkal [Possibilities for inhibiting tumor-induced
angiogenesis: results with multi-target tyrosine kinase inhibitors]. Magy Onkol. 2012
Mar;56(1):3-15. Hungarian. Epub 2012 Jan 3.

Rigau V, Morin M, Rousset MC, de Bock F, Lebrun A, Coubes P, Picot MC, Baldy-
Moulinier M, Bockaert J, Crespel A, Lerner-Natoli M. Angiogenesis is associated with
blood-brain barrier permeability in temporal lobe epilepsy. Brain. 2007 Jul;130(Pt
7):1942-56.

Udo H, Yoshida Y, Kino T, Ohnuki K, Mizunoya W, Mukuda T, Sugiyama H. Enhanced
adult neurogenesis and angiogenesis and altered affective behaviors in mice
overexpressing vascular endothelial growth factor 120. J Neurosci. 2008 Dec
31;28(53):14522-36.

Cao L, Jiao X, Zuzga DS, Liu Y, Fong DM, Young D, During MJ. VEGF links
hippocampal activity with neurogenesis, learning and memory. Nat Genet. 2004
Aug;36(8):827-35.

Elemery M, Kiss S, Gonda X, Dome P, Lazary J. Vaszkularis endotelialis novekedési
faktor (VEGF) mint potencidlis biomarker major depresszioval Osszefliggésben
[Vascular endothelial growth factor (VEGF) as a potential biomarker in major
depressive disorder]. Neuropsychopharmacol Hung. 2017 Dec;19(4):183-188.
Hungarian.

Pajares MJ, Agorreta J, Larrayoz M, Vesin A, Ezponda T, Zudaire I, Torre W, Lozano
MD, Brambilla E, Brambilla C, Wistuba Il, Behrens C, Timsit JF, Pio R, Field JK,
Montuenga LM. Expression of tumor-derived vascular endothelial growth factor and its
receptors is associated with outcome in early squamous cell carcinoma of the lung. J
Clin Oncol. 2012 Apr 1;30(10):1129-36.

Sitohy B, Nagy JA, Dvorak HF. Anti-VEGF/VEGFR therapy for cancer: reassessing the
target. Cancer Res. 2012 Apr 15;72(8):1909-14.

Humphries JD, Byron A, Humphries MJ. Integrin ligands at a glance. J Cell Sci. 2006 Oct
1;119(Pt 19):3901-3.

Hynes RO. Integrins: bidirectional, allosteric signaling machines. Cell. 2002;110:673—
687.

126


http://www.angio.org/understanding/highlight.php
http://www.angio.org/understanding/highlight.php

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

Luan Y, Xu W. The structure and main functions of aminopeptidase N. Curr Med Chem.
2007;14(6):639-47.

Rundhaug JE. Matrix metalloproteinases and angiogenesis. J Cell Mol Med. 2005 Apr-
Jun;9(2):267-85.

van Hensbergen Y, Broxterman HJ, Rana S, van Diest PJ, Duyndam MC, Hoekman K,
Pinedo HM, Boven E. Reduced growth, increased vascular area, and reduced response
to cisplatin in CD13-overexpressing human ovarian cancer xenografts. Clin Cancer Res.
2004 Feb 1;10(3):1180-91.

Chen K, Ma W, Li G, Wang J, Yang W, Yap LP, Hughes LD, Park R, Conti PS. Synthesis
and evaluation of 64Cu-labeled monomeric and dimeric NGR peptides for MicroPET
imaging of CD13 receptor expression. Mol Pharm. 2013 Jan 7;10(1):417-27.

Guzman-Rojas L, Rangel R, Salameh A, Edwards JK, Dondossola E, Kim YG,
Saghatelian A, Giordano RJ, Kolonin MG, Staquicini Fl, Koivunen E, Sidman RL, Arap
W, Pasqualini R. Cooperative effects of aminopeptidase N (CD13) expressed by
nonmalignant and cancer cells within the tumor microenvironment. Proc Natl Acad Sci
U S A. 2012 Jan 31;109(5):1637-42.

Corti A, Curnis F, Arap W, Pasqualini R. The neovasculature homing motif NGR: more
than meets the eye. Blood. 2008 Oct 1;112(7):2628-35.

Buehler A, van Zandvoort MA, Stelt BJ, Hackeng TM, Schrans-Stassen BH,
Bennaghmouch A, Hofstra L, Cleutjens JP, Duijvestijn A, Smeets MB, de Kleijn DP,
Post MJ, de Muinck ED. cNGR: a novel homing sequence for CD13/APN targeted
molecular imaging of murine cardiac angiogenesis in vivo. Arterioscler Thromb Vasc
Biol. 2006 Dec;26(12):2681-7.

Semenza GL. HIF-1 and tumor progression: pathophysiology and therapeutics. Trends
Mol Med. 2002;8(4 Suppl):S62-7.

Vaupel P, Harrison L. Tumor hypoxia: causative factors, compensatory mechanisms, and
cellular response. Oncologist. 2004;9 Suppl 5:4-9.

Lee ST, Scott AM. Hypoxia positron emission tomography imaging with 18f-
fluoromisonidazole. Semin Nucl Med. 2007 Nov;37(6):451-61.

Nguyen M, Arkell J, Jackson CJ. Human endothelial gelatinases and angiogenesis. Int J
Biochem Cell Biol. 2001 Oct;33(10):960-70.

Berndorff D, Borkowski S, Moosmayer D, Viti F, Miiller-Tiemann B, Sieger S, Friebe M,
Hilger CS, Zardi L, Neri D, Dinkelborg LM. Imaging of tumor angiogenesis using
99mTec-labeled human recombinant anti-ED-B fibronectin antibody fragments. J Nucl
Med. 2006 Oct;47(10):1707-16.

Hicklin DJ, Ellis LM. Role of the vascular endothelial growth factor pathway in tumor
growth and angiogenesis. J Clin Oncol. 2005 Feb 10;23(5):1011-27.

Luo H, England CG, Graves SA, Sun H, Liu G, Nickles RJ, Cai W. PET Imaging of
VEGFR-2 Expression in Lung Cancer with 64Cu-Labeled Ramucirumab. J Nucl Med.
2016 Feb;57(2):285-90.

Hu K, Shang J, Xie L, Hanyu M, Zhang Y, Yang Z, Xu H, Wang L, Zhang MR. PET
Imaging of VEGFR with a Novel %Cu-Labeled Peptide. ACS Omega. 2020 Apr
8;5(15):8508-8514.

127



193. Ishii K, Usui S, Sugimura Y, Yoshida S, Hioki T, Tatematsu M, Yamamoto H, Hirano K.
Aminopeptidase N regulated by zinc in human prostate participates in tumor cell
invasion. Int J Cancer. 2001 Apr 1;92(1):49-54.

194. Enyedi KN, Czajlik A, Knapp K, Lang A, Majer Z, Lajko E, Kéhidai L, Perczel A, Mezo
G. Development of cyclic NGR peptides with thioether linkage: structure and dynamics
determining deamidation and bioactivity. J Med Chem. 2015 Feb 26;58(4):1806-17.

195.Sun X, Yan Y, Liu S, Cao Q, Yang M, Neamati N, Shen B, Niu G, Chen X. 18F-FPPRGD?2
and 18F-FDG PET of response to Abraxane therapy. J Nucl Med. 2011 Jan;52(1):140-
6.

196. Strauss LG, Koczan D, Klippel S, Pan L, Cheng C, Willis S, Haberkorn U,
Dimitrakopoulou-Strauss A. Impact of angiogenesis-related gene expression on the
tracer kinetics of 18F-FDG in colorectal tumors. J Nucl Med. 2008 Aug;49(8):1238-44.

197. Groves AM, Shastry M, Rodriguez-Justo M, Malhotra A, Endozo R, Davidson T, Kelleher
T, Miles KA, Ell PJ, Keshtgar MR. *F-FDG PET and biomarkers for tumour
angiogenesis in early breast cancer. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2011 Jan;38(1):46-
52.

198. Kadambi A, Mouta Carreira C, Yun CO, Padera TP, Dolmans DE, Carmeliet P, Fukumura
D, Jain RK. Vascular endothelial growth factor (VEGF)-C differentially affects tumor
vascular function and leukocyte recruitment: role of VEGF-receptor 2 and host VEGF-
A. Cancer Res. 2001 Mar 15;61(6):2404-8.

199. Fischer C, Mazzone M, Jonckx B, Carmeliet P. FLT1 and its ligands VEGFB and PIGF:
drug targets for anti-angiogenic therapy? Nat Rev Cancer. 2008 Dec;8(12):942-56.

200. Li S, Peck-Radosavljevic M, Koller E, Koller F, Kaserer K, Kreil A, Kapiotis S, Hamwi
A, Weich HA, Valent P, Angelberger P, Dudczak R, Virgolini I. Characterization of
(123)1-vascular endothelial growth factor-binding sites expressed on human tumour
cells: possible implication for tumour scintigraphy. Int J Cancer. 2001 Mar
15;91(6):789-96.

201. Yoshimoto M, Kinuya S, Kawashima A, Nishii R, Yokoyama K, Kawai K. Radioiodinated
VEGF to image tumor angiogenesis in a LS180 tumor xenograft model. Nucl Med Biol.
2006 Nov;33(8):963-9.

202. Blankenberg FG, Backer MV, Levashova Z, Patel V, Backer JM. In vivo tumor
angiogenesis imaging with site-specific labeled (99m)Tc-HYNIC-VEGF. Eur J Nucl
Med Mol Imaging. 2006 Jul;33(7):841-8.

203. Cai W, Chen K, Mohamedali KA, Cao Q, Gambhir SS, Rosenblum MG, Chen X. PET of
vascular endothelial growth factor receptor expression. J Nucl Med. 2006
Dec;47(12):2048-56.

204. Wang H, Cai W, Chen K, Li ZB, Kashefi A, He L, Chen X. A new PET tracer specific for
vascular endothelial growth factor receptor 2. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2007
Dec;34(12):2001-10.

205. Nagengast WB, de Vries EG, Hospers GA, Mulder NH, de Jong JR, Hollema H, Brouwers
AH, van Dongen GA, Perk LR, Lub-de Hooge MN. In vivo VEGF imaging with
radiolabeled bevacizumab in a human ovarian tumor xenograft. J Nucl Med. 2007
Aug;48(8):1313-9.

206. Oosting SF, Brouwers AH, van Es SC, Nagengast WB, Oude Munnink TH, Lub-de Hooge

MN, Hollema H, de Jong JR, de Jong 1J, de Haas S, Scherer SJ, Sluiter WJ, Dier%)é



207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

RA, Bongaerts AH, Gietema JA, de Vries EG. 89Zr-bevacizumab PET visualizes
heterogeneous tracer accumulation in tumor lesions of renal cell carcinoma patients and
differential effects of antiangiogenic treatment. J Nucl Med. 2015 Jan;56(1):63-9.

Cai W, Sam Gambhir S, Chen X. Multimodality tumor imaging targeting integrin
alphavbeta3. Biotechniques. 2005 Dec;39(6 Suppl):S14-25.

Beer AJ, Haubner R, Sarbia M, Goebel M, Luderschmidt S, Grosu AL, Schnell O,
Niemeyer M, Kessler H, Wester HJ, Weber WA, Schwaiger M. Positron emission
tomography using [18F]Galacto-RGD identifies the level of integrin alpha(v)beta3
expression in man. Clin Cancer Res. 2006 Jul 1;12(13):3942-9.

Decristoforo C, Hernandez Gonzalez I, Carlsen J, Rupprich M, Huisman M, Virgolini I,
Wester HJ, Haubner R. 68Ga- and 111In-labelled DOTA-RGD peptides for imaging of
alphavbeta3 integrin expression. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2008 Aug;35(8):1507-
15.

Li D, Zhao X, Zhang L, Li F, Ji N, Gao Z, Wang J, Kang P, Liu Z, Shi J, Chen X, Zhu Z.
(68)Ga-PRGD2 PET/CT in the evaluation of Glioma: a prospective study. Mol Pharm.
2014 Nov 3;11(11):3923-9.

Chen X, Park R, Tohme M, Shahinian AH, Bading JR, Conti PS. MicroPET and
autoradiographic imaging of breast cancer alpha v-integrin expression using 18F- and
64Cu-labeled RGD peptide. Bioconjug Chem. 2004 Jan-Feb;15(1):41-9.

Tarli L, Balza E, Viti F, Borsi L, Castellani P, Berndorff D, Dinkelborg L, Neri D, Zardi
L. A high-affinity human antibody that targets tumoral blood vessels. Blood. 1999 Jul
1;94(1):192-8.

Santimaria M, Moscatelli G, Viale GL, Giovannoni L, Neri G, Viti F, Leprini A, Borsi L,
Castellani P, Zardi L, Neri D, Riva P. Immunoscintigraphic detection of the ED-B
domain of fibronectin, a marker of angiogenesis, in patients with cancer. Clin Cancer
Res. 2003 Feb;9(2):571-9.

Furumoto S, Takashima K, Kubota K, Ido T, lwata R, Fukuda H. Tumor detection using
18F-labeled matrix metalloproteinase-2 inhibitor. Nucl Med Biol. 2003 Feb;30(2):119-
25.

Liu Q, Pan D, Cheng C, Zhang A, Ma C, Wang L, Zhang D, Liu H, Jiang H, Wang T, Xu
Y, Yang R, Chen F, Yang M, Zuo C. Targeting of MMP2 activity in malignant tumors
with a 68Ga-labeled gelatinase inhibitor cyclic peptide. Nucl Med Biol. 2015
Dec;42(12):939-44.

Lee ST, Scott AM. Hypoxia positron emission tomography imaging with 18f-
fluoromisonidazole. Semin Nucl Med. 2007 Nov;37(6):451-61.

Ueda S, Saeki T, Osaki A, Yamane T, Kuji I. Bevacizumab Induces Acute Hypoxia and
Cancer Progression in Patients with Refractory Breast Cancer: Multimodal Functional
Imaging and Multiplex Cytokine Analysis. Clin Cancer Res. 2017 Oct 1;23(19):5769-
5778.

Opalinska M, Hubalewska-Dydejczyk A, Sowa-Staszczak A. Radiolabeled peptides:
current and new perspectives. Q J Nucl Med Mol Imaging. 2017 Jun;61(2):153-167.

Schottelius M, Wester HJ. Molecular imaging targeting peptide receptors. Methods. 2009
Jun;48(2):161-77.

129



220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

Summer D, Rangger C, Klingler M, Laverman P, Franssen GM, Lechner BE, Orasch T,
Haas H, von Guggenberg E, Decristoforo C. Exploiting the Concept of Multivalency
with ®8Ga- and 8°Zr-Labelled Fusarinine C-Minigastrin Bioconjugates for Targeting
CCKZ2R Expression. Contrast Media Mol Imaging. 2018 Apr 10;2018:3171794.

Dijkgraaf I, Yim CB, Franssen GM, Schuit RC, Luurtsema G, Liu S, Oyen WJ, Boerman
OC. PET imaging of avps integrin expression in tumours with *Ga-labelled mono-, di-
and tetrameric RGD peptides. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2011 Jan;38(1):128-37.

Liu S. Radiolabeled cyclic RGD peptides as integrin alpha(v)beta(3)-targeted radiotracers:
maximizing binding affinity via bivalency. Bioconjug Chem. 2009 Dec;20(12):2199-
213.

Hynes RO. Integrins: bidirectional, allosteric signaling machines. Cell. 2002 Sep
20;110(6):673-87. doi: 10.1016/s0092-8674(02)00971-6. PMID: 12297042.

Judmann B, Braun D, Wingler B, Schirrmacher R, Fricker G, Wingler C. Current State
of Radiolabeled Heterobivalent Peptidic Ligands in Tumor Imaging and Therapy.
Pharmaceuticals (Basel). 2020 Jul 30;13(8):173.

Liu Z, Niu G, Shi J, Liu S, Wang F, Liu S, Chen X. (68)Ga-labeled cyclic RGD dimers
with Gly3 and PEG4 linkers: promising agents for tumor integrin alphavbeta3 PET
imaging. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2009 Jun;36(6):947-57.

Liu Z, Liu S, Wang F, Liu S, Chen X. Noninvasive imaging of tumor integrin expression
using (18)F-labeled RGD dimer peptide with PEG (4) linkers. Eur J Nucl Med Mol
Imaging. 2009 Aug;36(8):1296-307.

Lindner S, Michler C, Wingler B, Bartenstein P, Fischer G, Schirrmacher R, Wéngler C.
PESIN multimerization improves receptor avidities and in vivo tumor targeting
properties to GRPR-overexpressing tumors. Bioconjug Chem. 2014 Mar 19;25(3):489-
500.

228. Yim CB, van der Wildt B, Dijkgraaf I, Joosten L, Eek A, Versluis C, Rijkers DT, Boerman

229.

230.

231.

232.

233.

OC, Liskamp RM. Spacer effects on in vivo properties of DOTA-conjugated dimeric
[Tyr3]octreotate peptides synthesized by a "Cu(l)-click™ and "sulfo-click” ligation
method. Chembiochem. 2011 Mar 21;12(5):750-60.

Vagner J, Handl HL, Gillies RJ, Hruby VJ. Novel targeting strategy based on multimeric
ligands for drug delivery and molecular imaging: homooligomers of alpha-MSH.
Bioorg Med Chem Lett. 2004 Jan 5;14(1):211-5.

Valant C, Robert Lane J, Sexton PM, Christopoulos A. The best of both worlds? Bitopic
orthosteric/allosteric ligands of g protein-coupled receptors. Annu Rev Pharmacol
Toxicol. 2012;52:153-78.

Russell WMS, Burch RL. The Principles of Humane Experimental Technique. London,
UK: Universities Federation for Animal Welfare; 1959.

Three Rs Microsite. Canadian Council on Animal Care Ottawa: Canadian Council on
Animal Care launched 2008.

Maté G, Kertész I, Enyedi KN, Mez6 G, Angyal J, Vasas N, Kis A, Szab6 E, Emri M, Bird
T, Galuska L, Trencsényi G. In vivo imaging of Aminopeptidase N (CD13) receptors in
experimental renal tumors using the novel radiotracer (68)Ga-NOTA-c(NGR). Eur J
Pharm Sci. 2015 Mar 10;69:61-71.

130



234.

235.

236.

2317.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

Kis A, Dénes N, Szab6 JP, Arato V, Joszai I, Enyedi KN, Lakatos S, Garai I, Mez6 G,
Kertész I, Trencsényi G. In vivo assessment of aminopeptidase N (APN/CD13)
specificity of different ®3Ga-labelled NGR derivatives using PET/MRI imaging. Int J
Pharm. 2020 Nov 15;589:119881.

Wu SY, Huang SP, Lo YC, Liu RS, Wang SJ, Lin WJ, Shen CC, Wang HE. Synthesis and
preclinical characterization of [18F]FPBZA: a novel PET probe for melanoma. Biomed
Res Int. 2014;2014:912498.

Smith DL, Breeman WA, Sims-Mourtada J. The untapped potential of Gallium 68-PET:
the next wave of **Ga-agents. Appl Radiat Isot. 2013 Jun;76:14-23..

Velikyan 1. Prospective of ®*Ga-radiopharmaceutical development. Theranostics. 2013
Dec 10;4(1):47-80.

Kertész I, Vida A, Nagy G, Emri M, Farkas A, Kis A, Angyal J, Dénes N, Szabo JP,
Kovacs T, Bai P, Trencsényi G. In Vivo Imaging of Experimental Melanoma Tumors
using the Novel Radiotracer %8Ga-NODAGA-Procainamide (PCA). J Cancer. 2017 Feb
25;8(5):774-785.

Kim HJ, Kim DY, Park JH, Yang SD, Hur MG, Min JJ, Yu KH. Synthesis and
characterization of a (68)Ga-labeled N-(2-diethylaminoethyl)benzamide derivative as
potential PET probe for malignant melanoma. Bioorg Med Chem. 2012 Aug
15;20(16):4915-20.

Kim HJ, Kim DY, Park JH, Yang SD, Hur MG, Min JJ, Yu KH. Synthesis and evaluation
of a novel 68Ga-labeled DOTA-benzamide derivative for malignant melanoma
imaging. Bioorg Med Chem Lett. 2012 Aug 15;22(16):5288-92.

Ren G, Miao Z, Liu H, Jiang L, Limpa-Amara N, Mahmood A, Gambhir SS, Cheng Z.
Melanin-targeted preclinical PET imaging of melanoma metastasis. J Nucl Med. 2009
Oct;50(10):1692-9.

Garg S, Kothari K, Thopate SR, Doke AK, Garg PK. Design, synthesis, and preliminary
in vitro and in vivo evaluation of N-(2-diethylaminoethyl)-4-[18F]fluorobenzamide
([18F]-DAFBA): a novel potential PET probe to image melanoma tumors. Bioconjug
Chem. 2009 Mar 18;20(3):583-90.

Moins N, Papon J, Seguin H, Gardette D, Moreau MF, Labarre P, Bayle M, Michelot J,
Gramain JC, Madelmont JC, Veyre A. Synthesis, characterization and comparative
biodistribution study of a new series of p-iodine-125 benzamides as potential melanoma
imaging agents. Nucl Med Biol. 2001 Oct;28(7):799-808.

Wolf M, Bauder-Wiist U, Mohammed A, Schonsiegel F, Mier W, Haberkorn U, Eisenhut
M. Alkylating benzamides with melanoma cytotoxicity. Melanoma Res. 2004
Oct;14(5):353-60.

Mclvor J, Siew T, Campbell A, McCarthy M. FDG PET in early stage cutaneous malignant
melanoma. J Med Imaging Radiat Oncol. 2014 Apr;58(2):149-54; quiz 266.

Gambhir SS. Molecular imaging of cancer with positron emission tomography. Nat Rev
Cancer. 2002 Sep;2(9):683-93.

Beadsmoore C, Newman D, Maclver D, Pawaroo D. Positron Emission Tomography
Computed Tomography: A Guide for the General Radiologist. Can Assoc Radiol J. 2015
Nov;66(4):332-47.

131



248. Hess S, Hansson SH, Pedersen KT, Basu S, Heilund-Carlsen PF. FDG-PET/CT in
Infectious and Inflammatory Diseases. PET Clin. 2014 Oct;9(4):497-519, vi-vii.

249. Griffin SJ, Houston JB. Prediction of in vitro intrinsic clearance from hepatocytes:
comparison of suspensions and monolayer cultures. Drug Metab Dispos. 2005
Jan;33(1):115-20.

250. Mueller HL, Guilmette RA, Muggenburg BA. Uptake of inert particles by dog alveolar
macrophages in vitro--a comparison of monolayer and suspension techniques. J Appl
Toxicol. 1989 Jun;9(3):135-43.

251. Wolf M, Bauder-Wiist U, Haberkorn U, Mier W, Eisenhut M. Alkylating benzamides with
melanoma cytotoxicity: role of melanin, tyrosinase, intracellular pH and DNA
interaction. Melanoma Res. 2005 Oct;15(5):383-91.

252. Ren G, Miao Z, Liu H, Jiang L, Limpa-Amara N, Mahmood A, Gambhir SS, Cheng Z.
Melanin-targeted preclinical PET imaging of melanoma metastasis. J Nucl Med. 2009
Oct;50(10):1692-9.

253. Bass LA, Wang M, Welch MJ, Anderson CJ. In vivo transchelation of copper-64 from
TETA-octreotide to superoxide dismutase in rat liver. Bioconjug Chem. 2000 Jul-
Aug;11(4):527-32.

254. Harrison A, Walker CA, Parker D, Jankowski KJ, Cox JP, Craig AS, Sansom JM, Beeley
NR, Boyce RA, Chaplin L, et al. The in vivo release of 90Y from cyclic and acyclic
ligand-antibody conjugates. Int J Rad Appl Instrum B. 1991;18(5):469-76.

255. Stimmel JB, Stockstill ME, Kull FC Jr. Yttrium-90 chelation properties of
tetraazatetraacetic acid macrocycles, diethylenetriaminepentaacetic acid analogues, and
a novel terpyridine acyclic chelator. Bioconjug Chem. 1995 Mar-Apr;6(2):219-25.

256. Nishida N, Yano H, Nishida T, Kamura T, Kojiro M. Angiogenesis in cancer. Vasc Health
Risk Manag. 2006;2(3):213-9.

257. Curnis F, Longhi R, Crippa L, Cattaneo A, Dondossola E, Bachi A, Corti A. Spontaneous
formation of L-isoaspartate and gain of function in fibronectin. J Biol Chem. 2006 Nov
24;281(47):36466-76.

258. Graziani G, Ruffini F, Tentori L, Scimeca M, Dorio AS, Atzori MG, Failla CM, Morea V,
Bonanno E, D'Atri S, Lacal PM. Antitumor activity of a novel anti-vascular endothelial
growth factor receptor-1 monoclonal antibody that does not interfere with ligand
binding. Oncotarget. 2016 Nov 8;7(45):72868-72885.

259. Guzman-Rojas L, Rangel R, Salameh A, Edwards JK, Dondossola E, Kim YG,
Saghatelian A, Giordano RJ, Kolonin MG, Staquicini FI, Koivunen E, Sidman RL, Arap
W, Pasqualini R. Cooperative effects of aminopeptidase N (CD13) expressed by
nonmalignant and cancer cells within the tumor microenvironment. Proc Natl Acad Sci
U S A. 2012 Jan 31;109(5):1637-42.

260. Satpati D, Sharma R, Kumar C, Sarma HD, Dash A. 68Ga-Chelation and comparative
evaluation of  N,N'-bis-[2-hydroxy-5-(carboxyethyl)benzyl]ethylenediamine-N,N'-
diacetic acid (HBED-CC) conjugated NGR and RGD peptides as tumor targeted
molecular imaging probes. Medchemcomm. 2017 Feb 16;8(3):673-679.

261. Jia X, Han Q, Wang Z, Qian Y, Jia Y, Wang W, Hu Z. Targeting peptide functionalized
liposomes towards aminopeptidase N for precise tumor diagnosis and therapy. Biomater
Sci. 2017 Feb 28;5(3):417-421.

132



10.2 Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/418/2021.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jelolt: Dénes Noémi

Doktori Iskola: Petranyi Gyula Klinikai Immunolégiai és Allergoldgiai Doktori Iskola
MTMT azonositd: 10057296

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Dénes, N., Kis, A., Péli-Szabo, J., Joszai, |., Hajdu, I., Araté, V. Z., Enyedi, K. N., Mez6, G.,
Hunyadi, J., Trencsényi, G., Kertész, |.: In vivo preclinical assessment of novel 68Ga-labelled
peptides for imaging of tumor associated angiogenesis using positron emission tomography
imaging.

Appl. Radiat. Isot. 174, 1-10, 2021.
IF: 1.513 (2020)

2. Trencsényi, G., Dénes, N., Nagy, G., Kis, A., Vida, A., Farkas, F., Péli-Szabo, J., Kovacs, T.,
Berényi, E., Garai, ., Bai, P., Hunyadi, J., Kertész, |.: Comparative preclinical evaluation of
68Ga-NODAGA and 68Ga-HBED-CC conjugated procainamide in melanoma imaging.

J. Pharmaceut. Biomed. Anal. 139, 54-64, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2017.02.049
IF: 2.831

3. Kertész, |., Vida, A., Nagy, G., Emri, M., Farkas, A., Kis, A., Angyal, J., Dénes, N., Péli-Szabo, J.,
Kovacs, T., Bai, P., Trencsényi, G.: In Vivo Imaging of Experimental Melanoma Tumors
Using The Novel Radiotracer 68Ga-NODAGA-Procainamide (PCA).
J. Cancer. 8 (5), 774-785, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.7150/jca.17550
IF: 3.249

Tovabbi kozlemények

4. Kis, A., Dénes, N., Péli-Szabo, J., Arato, V. Z., Beke, L., Matolay, O., Enyedi, K ¢
Mezé, G., Bai, P., Kertész, |., Trencsényi, G.: In Vivo Molecular Imaging of the\‘«Efﬂcacy of
Aminopeptidase N (APN/CD13) Receptor Inhibitor Treatment on Experlmeqﬁal ﬁm:@]'s Usnﬁﬁ*
68Ga-NODAGA-c(NGR) Peptide.

BioMed Res. Inter. 2021, 1-11, 2021.
IF: 3.411 (2020)

133



DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

5. Kis, A., Dénes, N., Péli-Szabo, J., Arato, V. Z., Joszai, |., Enyedi, K. N., Racz, S., Garai, |., Mezd,
G., Kertész, |, Trencsényi, G.: In vivo assessment of aminopeptidase N (APN/CD13)
specificity of different 68 Ga-labelled NGR derivatives using PET/MRI imaging.

Int. J. Pharm. 589, 1-11, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2020.119881
IF: 5.875

6. Kis, A., Péli-Szabo, J., Dénes, N., Vagner, A., Nagy, G., Garai, |., Fekete, A., Szikra, D. P., Hajdu,
I., Matolay, O., Méhes, G., Mez6, G., Kertész, |., Trencsényi, G.: In vivo Imaging of Hypoxia
and Neoangiogenesis in Experimental Syngeneic Hepatocellular Carcinoma Tumor Model
Using Positron Emission Tomography.

Biomed Res. Int. 2020, 1-10, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1155/2020/4952372
IF: 3.411

7. Nagy, G., Dénes, N., Kis, A., Péli-Szabé, J., Berényi, E., Garai, |, Bai, P., Hajdu, |., Szikra, D. P.,
Trencsényi, G.: Preclinical evaluation of melanocortin-1 receptor (MC1-R) specific 68 Ga-
and 44 Sc-labeled DOTA-NAPamide in melanoma imaging.

Eur. J. Pharm. Sci. 106, 336-344, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2017.06.026
IF: 3.466

A kozl6 folyoiratok 6sszesitett impakt faktora: 23,756
A kozl6 folyoiratok 6sszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgald kézleményekre):
7,593

A DEENK a Jelélt altal az iDEa Tudéstérbe feltdltétt adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2021.08.26.

134



11. Targyszavak
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malignum, angiogenezis, VEGFR-1, Aminopeptiddaz N, heterodimer vegyiilet, PET

radiofarmakon-fejlesztés
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12. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkodszonni Prof. Dr. Berényi Ervin jelenlegi, valamint Dr. Varga Jozsef korabbi
intézetvezetd uraknak és Dr. Trencsényi Gyorgy jelenlegi tanszékvezetd urnak, hogy doktori

értekezésem elkészitését lehet6vé tették a Nuklearis Medicina Nem Onallo Tanszéken.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Hunyadi Janos témavezetomnek, hogy a doktori éveim alatt

hasznos tanacsokkal latott el, segitette munkamat és elére haladasomat.

Szeretném halamat és koszonetemet kifejezni Dr. Kertész Istvan téma- és csoportvezetdm felé,
6 ismertette és szerettette meg velem a radiokémia vilagat még egyetemi hallgatd koromban,
batoritott, biztatott, tanitott és motivalt. Nélkiile ez a tudomanyos munka nem valdsulhatott

volna meg.

Koszondm a DE OKI Nukledris Medicina Nem Onallé Tanszék minden munkatarsanak,
valamint a koézlemények tarsszerzéinek a folyamatos tamogatast, segitségnyujtast és
tanacsokat, amelyek 0sztonzoleg hatottak ram. Szeretnék kiilon kiemelve kdszonetet mondani
Dr. Trencsényi Gyorgy vezetésével a Radiobiologiai Kutatdcsoport minden tagjanak, halés

vagyok, hogy ilyen emberekkel dolgozhattam egyiitt.

K6sz6ném a kooperacids partnereink munkajat a Scanomed Ltd. (PET/MRI vizsgélatok), DE
Parodontologiai Tanszék (CBCT vizsgalatok) és MTA ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport
(APRPG-NH> ¢és APRPG-COOH szintézise) kollégainak, hiszen munkajukkal és

szakértelmiikkel nélkiilozhetetlen segitséget nyujtottak a tudomanyos munka létrejottéhez.

Végiil, de nem utols6é sorban szivem minden szeretetével koszondm a férjem, a sziileim, a
testvérem ¢és csodalatos keresztlanyom tamogatasat és szeretetét. Mellettem alltak ezen az uton
IS, biztattak, tamogattak és mindig tudtak, hogy mivel is tudnak igazan segitséget nyujtani a

céljaim elérése érdekében.

Munkam létrejottéhez anyagi tamogatast nydjtottak a kovetkezd pélyazatok: Uj Nemzeti
Kivalosag Program — UNKP-18-3-1-DE-27, az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009, a Richter
Gedeon Nyrt. Centenariumi Alapitvany — rovid kutatasi tamogatas és az Uj Nemzeti Kivalosag

Program — UNKP-19-3-1-DE-195.
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13. Fiiggelék

A fliggelék az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények kiilonlenyomatait tartalmazza.
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