Részletes zardjelentés

A daganatos korfolyamatok diagnosztikus eszkoztaraban a molekularis
leképezd eljarasok jelentik jelenleg a leghatékonyabb moddszereket. A
pozitronemisszids tomografia (PET) diagnosztikdban jelenleg altaldnosan hasznalt
radiofarmakonok nem kizardlag egyes korképre specifikus kdlcsonhatasok alapjan
dasulnak a tumoros szovetekben. A daganatoknak ennél pontosabb, a kornyezo
normalis szovetekt6l in vivo jelzéssel torténé elkiilonitésére és felismerésére
elméletileg  lehetéséget ad a malignusan transzformalt sejtek egyedi
fehérjestruktirainak megjelenése, vagy az egészséges sejtekben csak kis
mennyiségben taldlhaté proteinek megemelkedett expresszidja. A rendelkezésre allo
kutatdsi eredmények azt mutatjdk, hogy a kiilonb6z6 humdn tumorsejtek jelentds
hanyada expresszalja a luteinizald6 hormon-releasing hormon- (LH-RH), a
szomatosztatin- vagy a bombesin/ gasztrin releasing peptid (GRP) receptorok
valamelyikét. Ezen ,,jelfogd” receptorok ligandum-felismerd képességét kihasznélva a
radioaktiv jelzémolekulat peptid hormon analdégokhoz kapcsolva nagy specificitdsu,
immaron PET diagnosztikai alkalmazasra felhasznalhaté vegyiiletekhez juthatunk.

A projekt célkitiizése az volt, hogy Magyarorszagon el8szor, °F-ral
kemoszelektiv modon jeldlt, peptid hormon receptorokon hat6 ligandumokat allitsunk
eld olyan technologiaval, amely tovabbfejlesztve alkalmas lehet preklinikai
vizsgalatokra is. Peptidek direkt jelslése '°F-ral ugyanakkor néhany kivételtl
eltekintve nem valdsithatd meg. Ezért a jeloléshez altalaban egy kismolekulat
hasznalnak, amely magan hordozza a radioaktiv izotopot és egy olyan reaktiv
funkcids csoportot, amely a makromolekuldval val6 konjugacidt szolgilja. A
kemoszelektiv oxim-képzddeést mar szamos esetben hasznéaltak aminooxi-csoport €s
aldehidek kozotti reakcioban, amely igy lehetdvé teszi az egylépéses szintézis utani
konjugaciot véddcsoportok nélkiili peptidekkel, és vizes kozegben lejatszathato
folyamatban. E modszer megvalosithatosaganak tehat két alapfeltétele van — az
aminooxi-funkcionalizalt peptid-, és a *°F-t tartalmazé aldehid szintézise.

A peptidek szintézisét szilard fazisu peptid szintézissel valdsitottuk meg.
Harom szekvencia elkészitését tliztiik ki célul, és Rink-Amid MBHA gyantat
hasznaltunk. Az LH-RH receptor szelektiv Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-
Gly-NH,, a bombezin receptor szelektiv GIn-Trp-Ala-Val-Gly-LeuW(CH,-NH)-Leu-
NH,, valamint a szomatosztatin receptor szelektiv D—Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-



Cys-Thr-NH; vazat bévitettiik aminooxi ecetsavval (A0A) oly modon, hogy az elsé
esetben a D-Lys oldallancanak amino csoportjara, mig a masik két esetben a peptidek
amino-terminalisara keriilt a modositas. A Boc védett A0A-bdl pentaklorofenol
segitségével aktiv észtert képeztiink, és ezzel a szarmazékkal hajtottuk végre a
kapcsolast. A szelektiv véddcsoport lehasitas érdekében a Fmoc/tBu véddcsoport
kombinaciot hasznéltuk. A szelektiven deprotektalt amino csoportra kapcsoltuk a
Boc-védett A0A-t, és a Boc véddcsoport a végsd véddcsoport eltavolitas sordn szintén
lehasitasra keriilt. Az elkésziilt aminooxi-funkcionalizalt peptideket RP-HPLC
segitségével tisztitottuk, liofilizaltuk ¢és mélyhttében taroltuk. A kiilonb6zo
szekvenciak elkészitése soran azonban kiilonb6zé problémakkal szembesiiltiink. Az
LH-RH analog elkészitése jo hatasfokkal mikodott, a tisztitott peptid stabilitasat
pedig LC-MS-sel vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy kozvetleniil a tisztitds utan a
vegylilet tisztasdga jobb volt, mint 95%, azonban az elsé napokban a tarolads soran 3-
4% szennyezddés keletkezett. A tomegspektrometrias vizsgalat megallapitotta, hogy
ez a szennyezés az acetonnal képzddott addukt, amelynek mennyisége azonban a
tovabbiakban nem valtozott. Ennek megfeleléen a prekurzor peptid tarolasa
honapokig lehetséges, felhasznalasra kész allapotban. Ugyanakkor a ciklikus
Szomatosztatin szarmazék esetében mar tobb akadélyba iitkdztiink. Az aceton illetve
formaldehid konjugatumok, mint melléktermékek abban az esetben is nagyobb
mennyiségben megjelentek, amennyiben igyekeztiink ezekt6l a vegyszerektdl
elzartan végezni a szintézist, friss HPLC-s oldoszerekkel, illetve az acetonitrilt
metanollal helyettesitve megvaldsitani a tisztitast. Szintén problémas volt a diszulfid
hid kiépitése, miutan az A0A-s modositast mar elvégeztiik. Ezért a kovetkezd
megoldas vezetett eredményre. Elkészitettiik a linearis verzidt, ahol a lizin oldalldnc
még mindig tartalmazott véddcsoportot. Utdna az amino-terminalison elvégeztiik a
peptid modositasat, majd szimultan hasitottuk le a megmaradt véddcsoportot és
alakitottuk ki a diszulfid hidat. A végsé deprotektalasnal tizszeres feleslegben szabad
A0A-t adtunk a rendszerhez, mint ,,karbonil gyokfogot”. Ezzel a mddszerrel hosszabb
ideig tarolasra alkalmas prekurzorhoz jutottunk — igaz, a radioszintézishez egy szilard
fazisu extrakcios (SPE) 1épésre van sziikség. Hogy a minta-elékészités mindossze egy
szlirés lehessen, kiprobaltuk gyantdhoz kotott karbonil gyokfogd alkalmazasat a
tisztitott peptid mellett. Sajnos a melléktermékek keletkezését nem tudtuk hatékonyan
gatolni, valdszinlileg a torzsoldat nem megfeleld gyanta-nedvesitési tulajdonsagai

miatt. Ugyanakkor az SPE moddszer bevalt a gyakorlatban, hiszen a peptid/AoA elegy



feloldasara van sziikség 0,1%-0s TFA-ban, egy C18-as SEP-PAK-on megkétjik a
peptidet, és 75%-0s MeOH/0,1%TFA-ban lemossuk az oszloprol. (igy a
kés6bbiekben mar nincs is sziikség a savanyitasra, az eludtumhoz kozvetleniil adhato
a radioaktiv oldat.) A bombezin analdg eldallitdsa mas szempontbdl is nehézségekbe
iitkozott. Mivel a szekvenciaban a leucin-leucin kotés redukalt peptidkotés, ezért meg
kellett oldani a reduktiv aminalassal torténé lanchosszabitasos 1épést is. Az els6
probalkozasok rendkiviil alacsony hozammal sikeriiltek, és az elkésziilt vegyiilet
mindségének ellendrzése soran négy ,,f0” termék jelenlétét allapitottuk meg. Ezek
koziil kettének a tomege megfelelt az altalunk vart peptid tomegének, mig a masik
kettd pedig az acetonnal képzddott addukt tomege volt. Ezek utan feltételeztiik, hogy
a reduktiv amindlds sordn racemizacio kovetkezik be. Mivel a kisérleti koriilmények
valtoztatasaval érdemi javulast nem tudtunk elérni, ezért arajanlatot kértiink a Bachem
cégtdl (ahol hasonlo, redukalt peptidkotést tartalmazo bombezin szarmazék katalogus
termék) az altalunk tervezett és AOA-val bévitett peptid elkészitésére. Az elsé
ajanlatuk irredlis terheket rott volna a palyazatra (a teljes koltségvetés 30%-a), ezért
ezt a megoldast elvetettilk. A késobbiekben sikeriilt olyan érveket felsorakoztatni,
hogy a cég vallalta a szintézis redlis Osszegért. Sajnos a megegyezés mindossze a
harmadik év kozepére realizalodott, ezért ezzel a peptiddel mindossze a k.
benzaldehiddel torténd konjugéacid optimalizaldsara, a standard referencia-szarmazék
elkészitésére, tisztitasara, azonositasara, valamint a BE_benzaldehiddel torténd
konjugécios kisérletek elkezdésére maradt idonk.

A BF radionuklid eléallitisa az *0(p,n)'®F magreakcié felhasznalasaval
tortént. A célanyag legalabb 95% vagy annal nagyobb dusitasi foka [**O]viz. A
besugarzast a Nuklearis Medicina Intézet PETTRACE tipust részecskegyorsitdjan
végeztilk. A céltargy anyaga eziist és a térfogata 0,8 ml (az optimalizécios kisérletek
soran gyakran a rutin gyartds sordn a céltargy falan adszorbedlodott fluorid iont
hasznaltuk fel, a céltargy normal vizzel torténd ismételt atoblitését alkalmazva). A
besugarzott *®F iont tartalmazé vizet — nagy tisztasag hélium géz segitségével az
6lomarnyékolt szintézis fiilkében 1évd, hazi készitésii automata szintetizaldé panelen
elhelyezett szilika bazisu, erésen hidrofil toltettel rendelkezd anioncserélé oszlopon
(Light Accel plus QMA) vezettiik keresztiil. A QMA gyantan megkdtott aktiv fluor
K[18F]F formaban keriilt a reakcidedénybe, az oszlop eluald-eleggyel torténd
atmosasat kovetden. Az eluald elegy tartalmazza a fazistranszfer katalizator (Kriptofix

2.2.2.) acetonitriles oldatat is, amely eldsegiti, hogy a fluor szerves oldoszerben is



szolvatalva legyen. Mivel a [*|F]4-fluorobenzaldehid eléallitisa aromés nukleofil
szubsztitlicio segitségével torténik, amelyhez biztositanunk kellett a megfeleld
vizmentességet, el6szor 100°C-on és csokkentett nyomason a vizes oldatot szarazra
paroltuk, majd 0,5 ml abs. acetonitrilt jutattunk a rendszerbe és megemelt
homérsékleten, csokkentett nyomason beparoltuk. Az azeotrop beparlasi 1épést még
egyszer megismételtiik. A vizmentes radioaktiv fluorid ionhoz adagoltuk a prekurzor
molekulat szintén abszolut olddszerben. A prekurzor molekula kezdetben a 4-
nitrobenzaldehid volt, amelynek eldnye, hogy a kereskedelemben kozvetleniil
beszerezhetd. Hatranyos ugyanakkor, hogy a termék elvalasztisa nem lehetséges
HPLC tisztitas nélkiil a kiinduladsi anyagt6l, ami iddveszteséget jelent, és a rovid
felezési idejli izotopos munkavégzés soran lehetdség szerint elkeriilendd. Par, nem
igazan sikeres probalkozas utan (DMSO oldoszer, 115°C és 20 perc reakcididd)
feladtuk a vele valé munkat. Erre az idOre elkésziilt az alternativ kiindulasi vegyiilet, a
4-formil-N,N,N-trimetilanilinium triflat. Ezt a kereskedelemben megvasarolhato 4-
N,N-dimetilaminobenzaldehidb6l gyartottuk, metil triflat segitségével vizmentes
diklormetanban (DCM) (szobahOmérséklet, 12 ora). Tisztitdsa atkristalyositassal
tortént DCM/dietiléter (EtoO) elegybdl. A fehér kristalyok szerkezetének
azonositasara "H-NMR-t hasznaltunk. El8szor a nitrobenzaldehidnél alkalmazotthoz
hasonld koriilmények kozott dolgoztunk (DMSO, 115°C és 25 perc) (kitermelés 30-
40% bomlaskorrigalt), de késébb az Gjabb irodalmi eredmények hatasara kiprobaltunk
mas reakciokozegeket is - a dimetilformamidot (DMF) — a k6zolt adatok szerint a
DMSO-s kozegben gyorsabban zajlik az aldehid csoport oxidacidja, ezaltal csokken a
hozam, illetve a PET radiokémidban altalaban sokkal frekventaltabban hasznalt
oldoszert, az acetonitrilt is. Minden esetben 3,5 mg prekurzorral és 1 ml oldoszerrel
veégeztilk a kisérleteket, DMF esetében 115, mig AcCN esetében 100°C-on. Az
oldoszerek cseréje azonban nem vezetett nagyobb kitermelés eléréséhez.
Megprobaltuk a hozam novekedését elérni nagyobb prekurzor koncentracio
alkalmazasaval (erre is tobb irodalmi hivatkozast taldltunk), de csak a forditott
Menschutkin reakcio felgyorsuldsat tapasztaltuk. Az optimalizalas soran kiilonb6zd
hémérsékleteket (75-125°C-ig) és reakcioiddket (5-25 perc) kiprobaltunk, érdemi
javulas nélkiil. Végezetiil a DMSO, 115°C ¢és 8 perc (bomlaskorrigalt kitermelés kb.
25%) koriilményeknél maradtunk. A [®F]4-fluorobenzaldehid tisztitasat eleinte RP-
HPLC-vel valésitottuk meg, de a nagy vizoldékonysagbeli kiilonbség a prekurzor és a

termék kozott lehetévé tette, hogy SPE-val is probalkozhassunk. Alapvetd cél volt,



hogy el kellett tavolitani az el nem reagalt fluoridot, illetve a prekurzor feleslegét
ahhoz, hogy a [*®F]4-fluorobenzaldehid koztiterméket sikeresen hasznalhassuk fel a
konjugécios reakcioban. A fluorid elvalasztasara kiprobaltunk alumina, szilika és
anioncserés toltetet, mig a prekurzor feleslegének eltavolitasara szilika bazisu RP- és
kationcseréld, polimer bazisu RP, valamint polimer alapu kationcseréld gyantat is
felhasznaltunk. A kisérletek végeztével a Waters cég semleges alumina / C18 SEP-
PAK kombinacidjandl maradtunk, ezzel a modszerrel 85% feletti radiokémiai
tisztasadg is elérhetd, és viszonylag kis térfogatban visszanyerheté a termék. A
korabban emlitett demetilez6déssel jaro mellékreakcio azért kiilondsen nagy gond,
mert a keletkezd 4-N,N-dimetilaminobenzaldehid nem radioaktiv, ezért nehezebben
detektalhato, a HPLC-n kis retenciés id6 eltolodassal jelentkezik a
fluorobenzaldehidhez képest, viszont ugyanugy részt képes venni az oxim képzési
reakcioban, vagyis versenytars a konjugacids reakcioban. Osszehasonlitva azonban a
HPLC tisztitott és a SPE utan nyert [*®F]4-fluorobenzaldehid konjugalt LH-RH analog
specifikus aktivitasat, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az utdébbi — gyorsabb és
egyszeriibb — metddus is megfeleld mindségben szolgaltatja a konjugacids agenst.
Hasonléan az el6bbi modszerhez terveztik megvalositani a fluoro-szubsztitualt
piridinil karbaldehidek szintézisét. Az alapgondolat az volt, hogy a bromo-
szarmazékbol dimetilamin hidroklorid segitségével kialakitott koztiterméket metil
triflattal reagéltatjuk, és a prekurzort atkristalyositassal tisztitjuk. A szintézis azonban
meglehetdsen kis hozammal sikertilt, ezért atgondoltuk a koncepciot és kozvetlentil a
bromo-szarmazék heteroaromas nukleofil szubsztiticios reakcidjaval valositottuk meg
a ‘®F-jelolt kismolekula szintézisét. Ebben az esetben is az alumina/C18-as tisztito
oszlopsort alkalmaztuk, ugyanakkor a HPLC-s elvalasztas is nélkiilozhetetlen volt. A
Waters C18-as SPE oszlop nem volt képes kvantitativan megkdtni a fluoropiridinil
karbaldehidet, ennek megfelelden az izolalt kitermelés nem volt til magasnak
mondhaté — fliggetleniil attol, hogy az eldkisérletek (DMSO, 100°C ¢és 10 perc -
bomléskorrigalt kitermelés kb. 35% a radioHPLC csucs alatti teriiletébdl szamolva)
biztatéak voltak. Az utobbi idében beszereztiink nagyobb retencids kapacitasu
forditott fazisi SPE oszlopot, ennek kiprobalasa még nem tortént meg, mivel a
problémak ellenére is tudtunk olyan mennyiségli radioaktiv anyagot produkalni,
amely elegendé volt a konjugacios kisérletekhez. Mind a fluorobenzaldehiddel, mind
pedig a fluoropiridinil karbaldehiddekkel torténé munka soran RP-HPLC-s analitikai

vizsgalatot iktattunk be a koztitermék radiokémiai tisztasaganak ellendrzésére. Ez



eredetileg C18-as analitikai oszlopon tortént, de a gazdasagi valsag kovetkeztében
fellépd acetonitril-ellatasi hiany arra sarkallt benniinket, hogy valami koltséghatékony
megoldasban gondolkodjunk. Ezt végiil is a ,,narrowbore” oszlop felhasznalasaban
talaltuk meg, hiszen igy az dramlasi sebesség csokkentésén til még a vizsgalati idovel
is tudtunk takarékoskodni. A koncepcid sikerét bizonyitja, hogy a tovabbiakban is
ennél a technikanal maradtunk, ezen a rendszeren végeztiikk el a kalibracids sorok
felvételét és a specifikus aktivitds meghatdrozasat is.

A konjugacios kisérletek végrehajtasa a kovetkezd volt. 4 mg peptidet
feloldottunk 500 pl 75%-0s metanolban és 1,1 ekvivalens fluorobenzaldehidet adtunk
hozza, valamint annyi TFA-t, hogy végs6 koncentracidja 0,04%-0s legyen. A piridinil
karbaldehides verziok esetében az oxo vegylilettel azonos mennyiségii extra TFA-t is
adtunk a reakcidelegyekhez. A reakcidelegyet 60°C-on egy oOran keresztiil
kevertettiik, majd szobahdmérsékletre lehiilés utan vizzel Otszordsére higitottuk és
szemipreparativ.  PR-HPLC-vel (Waters Xterra C18) tisztitottuk. Detektalasukat
254nm-en végeztiik. Liofilizalas utan narrowbore (Supelco Discovery C18) RP-
HPLC-vel ellendriztiik a tisztasdgukat, Maldi-TOF tomegspektrométeren ellendriztiik
a szerkezetet (2,5 dihidroxibenzoesav matrixon). Az ilyen moddon elkészitett
standardokat, melyek tisztasaga minden esetben nagyobb volt 90%-nal, hasznaltuk fel
higitési sor elkészitésére, illetve a radioszintézisek soran a termék azonositasara.

A radioaktiv munka soran 1 pumol peptidet feloldottunk 60 pl vizben, 7 pl
2%-0s metanolos TFA-t és 250 ul metanolos, radioaktiv aldehidet tartalmazd adtunk
hozza. Az elegyet 60°C-on 10 percig hagytuk reagalni, majd higitas utan tisztitottuk.
Kezdetben a szokasos acetonitril/0,1%TFA rendszert hasznaltuk, de in vivo
felhasznalashoz ez a moddszer csak tovabbi feldolgozas utan alkalmas. Ehhez a
terméket vizzel higitottuk, majd C18-as SPE oszlopra felkotottiik, vizzel tisztitottuk,
és végil etanollal mostuk le az aktivitast az oszloprol. A felhasznalashoz izotdnias
sooldattal az alkohol-tartalmat 10%-ra csokkentettiik. Mivel ez a folyamat
meglehetdsen 1ddigényes €s a kézi munkavégzés miatt a személyzet dozisterhelését
megnovelte, ezért kidolgoztunk egy olyan HPLC-s elvalasztast, amely
biokompatibilis anyagokat tartalmaz — tovabbra is az Xterra oszlopot hasznalva.
Ennek OsszetevOi natrium acetatos puffer és etanol, igy a termék on-line steril sziirés
utan (esetleg izotonias séoldattal higitva) kozvetleniil felhasznalhatd. A készitményt
RP-HPLC-vel ellendriztiik radiodetektor és UV detektor segitségével. Utobbin

meghataroztuk az anyagmennyiséget, amely paraméter nélkiilozhetetlen a specifikus



aktivitds meghatarozasahoz (az értékek 10-30 GBg/umol kozott valtoztak a kiindulasi
aktivitas fliggvényében). Egy ismételt HPLC-s futtatds soran a radioaktiv anyagbol és
a referenciavegylilet torzsoldatabol egyiitt injektalunk, ez a vizsgdlat a kémiai
azonositast szolgéalta. Mivel ezek a jelolt peptidek originalis vegyiileteknek
mindsiilnek, ezért sort keritettiink a stabilitasi vizsgalatok elvégzése is. Patkany
vérszérumhoz adtunk a radiofarmakon torzsoldatabol, amelyet 30 percig inkubaltunk
37°C-on. Az oldatot centrifugaltuk, a feliiliszot 50%-0s acetonitril oldatba kevertiik
¢s a keveréket ismételten lecentrifugéaltuk. Az oldat tisztajat RP-HPLC-n vizsgaltuk és
a radiokémiai tisztasagot vizsgaltuk. A stabilitds értékével korrigdlva a vegyiiletek
alkalmasak lehetnek a biodisztribucios vizsgalatok elvégzésére.

Az LH-RH receptor-szelektiv szekvencian kiprobaltunk egy alternativ
jelol6agenst, a rutin diagnosztikdban hasznalt *F-jeldl fluorodeoxigliikdzt is. Ennek
eldallitasa GE Tracerlab FX FDG szintetizalo-egységgel tortént 1,3,4,6-tetra-O-acetil-
2-O-trifluorometanszulfonil-beta-D-mannopiranéz  (TATM)  prekurzorbol — alifas
nukleofil szubsztiticioval és steril, izotonias oldatban allt rendelkezésre. Kisérleteink
azt mutattak, hogy a jelolt peptid nehezen vélaszthatd el preparativ méretben az
aminooxi funkcionalizalt kiinduldsi szekvenciatdl, illetve a radioszintézis soran
rendkiviil alacsony volt a konjugédcid hatdsfoka. A kozben megjelent irodalmi
hivatkozasok 1is megerdsitették, hogy a rutin vizsgalatok céljabol termelt
radiogyogyszer direkt felhasznalasa nem hatékony, viszont egy extra tisztitasi 1épés
beiktatdsa javithat az alacsony konverzion. Ez a fajta szisztematikus aldehidforras-
valtoztatas azért valt sziikségessé, mivel a HPLC-s vizsgalatok nyilvanvalova tették,
hogy a 4-fluorobenzaldehiddel konjugalt szarmazékok erdsen lipofil tulajdonsagot
mutatnak. A 2-, illetve 6-fluoronikotinaldehiddel kapcsolt szekvenciak mar jelentds
retencidés id6 csokkenést mutattak az Osszehasonlitd vizsgalatok sordn, mig a
polihidroxi aldehid alkalmazasa még jelentdsebben megndvelte a vizoldékonysagot.

A szintetizalt analogok receptor kotési affinitdsanak meghatarozasahoz ,,radio
receptor assay” modszer felhasznalasaval un. ,,displacement” analizist alkalmaztunk.
Elézetesen mRNS és receptoridlis fehérje szinten is igazolt, receptor pozitiv human
daganat sejteken (human prosztata karcinoma és human emld karcinéma) illetve ezen
mintak membran frakcidin végeztiik el a méréseinket. A kotési adatok matematikali
IC50 értéknek a megaddsdhoz szamitogépes program allt a rendelkezésiinkre.

Megallapitottuk, hogy a konjugalt szarmazékok értékei ugyanugy a nanomoléros



tartomdnyban vannak, mint az eredeti hordoz6 peptidek ¢és gyakorlatilag nincs
kiilonbség az eltéré konjugald aldehidekkel képzett szarmazékok affinitasaban.
Megkezdtiik a biologiai eloszlas vizsgalatat is. Elsé 1épésként tumort nem hordozo
patkanyokon végeztiink vizsgalatot — elsésorban az LH-RH receptor szelektiv
szarmazékokkal. A szervi megoszlast ex vivo, illetve a helyi fejlesztésii kisallat PET
kameran in vivo vizsgaltuk és igyekeztiink olyan vizsgalati protokollt kidolgozni,
amely alkalmas lesz az immunszupresszalt ¢s human tumorsejteket hordozo allatok
vizsgalatara is. A kutatas folytatdsa biztositva latszik, hiszen eddigi eredményeinkre —
illetve a tovabbfejlesztett koncepciora alapozva beadtunk egy 1j palyazatot
,Rosszindulati daganatokban expresszalddé luteinizald hormon-releasing hormon
receptorok mint 0j molekularis célpontok a pozitron emisszids tomografia szamara”
cimmel, amelyet az OTKA is tdmogatasra érdemesnek mindsitett.

Osszegzésként kiemelném, hogy a projekt keretén beliil elkésziilt (illetve
beszerzésre keriilt) harom, kiilonb6zd, szamos human tumorban tulexpresszalodod
receptorhoz szelektiv peptid szekvencia. Ezen peptidek specidlisan moddositottak egy
kemoszelektiv ligalasi technika szamara. Magyarorszagon elséként kidolgoztuk a *°F-
fluorbenzaldehid szintézisét, illetve rutinszerlien, biologiai vizsgalatokhoz megfeleld
mennyiségben gyartottuk azt. Szintén els6ként végeztiink 8F_ral heteroaromas
nukleofil szubsztituciot, eléallitva a 2- illetve 6-[**F]fluoronikotinaldehidet. Ezeket a
radioaktiv aldehideket felhasznaltuk a peptidek jeldlésére, kidolgoztuk analitik4jukat.
A konjugalt peptidek receptoridlis vizsgalatdt megkezdtiik és az eddigi eredmények
alapjan kijelenthetd, hogy a jelolés végrehajtasa nem valtoztatott jelentdsen a kotési
tulajdonsagaikon. A biologiai eloszlasi vizsgalatokat 1s megkezdtik. Ezzel
Magyarorszagon hosszt idé utan ismét folytatnak originalis PET-radiofarmakon
fejlesztést. Eredményeink — és a szakirodalomban megjelent Uj informaciok hatdsa
kovetkeztében 1j koncepciét dolgoztunk ki, és ismételten sikeresen palyaztunk. Uj
palyazatunk szervesen épiil azokra a tapasztalatokra, amelyeket az LH-RH receptor
szelektiv vegyiilettel — mint referencia — elértiink és varhatéan a vizsgalatba vont
human tumor sejtvonalak szama novekszik. Az in vivo vizsgalatok is — az uj,
heterodimer szarmazék mellett — 0j eredményekkel bdviilhetnek, illetve a témaban
tovabbi publikdciok vérhatoak, ezért szeretnék €lni azzal a lehetdséggel, hogy a

publikécids mindsitést egy késobbi idépontban véglegesitsek.



Az eszkozbeszerzések soran az eredetileg tervezetthez képest modositast
kértiink. Ennek oka az volt, hogy id6koézben a Nuklearis Medicina Intézet 1) épiilete
elkésziilt és a szintézis munkateriilete is atkeriilt az uj telephelyre. Ezért a
koriilmények jelentésen megvaltoztak — ezzel egyiitt pedig a munkavégzéshez
sziikséges feltételek. Ugyanakkor valtozatlan volt az igény egy fagyasztva szaritd
késziilékre, amely nélkiil az elkésziilt inaktiv peptidek nem lettek volna kinyerhetdek.
Ezt a terveknek megfeleléen be is szereztik. Tovabbfejlesztettik a HPLC-s
rendszeriinket. Ennek soran egy 1j, tobb-felhasznalés licenc, egy Uj pumpa, egy
elektromos tobb pozicids szelepvaltd és az injektor ,,loop” kozvetlen beavatkozas
nélkiili feltdltésére alkalmas fecskenddtoltd keriilt beszerzésre. Sajnos a kibontakozo
gazdasagi valsdg nem tette lehetové, hogy egy korszerli szintézisegységet - sajat
er0bol — beszerezzen az intézet, de ez a szituacidé minddssze a szintézisek hatasfokat
¢s lizembiztonsdgat érintette hatranyosan, nem pedig az elvégezhetdségét.

A tamogatas felhasznédldsaban egyediil jelentds eltérés (fel nem hasznalt) a
,,konferenciarészvétel dologi kiadasai” tételnél mutatkozik. Ennek magyarazata, hogy
a palyazat elején tobb forrasbol is kaptam tamogatast hasonld célokra, késobb pedig —
a bombezin és a szomatosztatin szelektiv prekurzor peptidek szintézisével kapcsolatos
problémak kovetkeztében kevesebb konferencian vettem részt, mint azt eldzetesen

beterveztem.



