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Kivonat

A taldlmany olyan vegyuletekre vonatkozik, amelyek koétdaffinitassal
rendelkeznek mind az avB3 receptorhoz, mind egy (neuro)peptid receptorhoz és
igy javitott teljes affinitassal rendelkeznek a tumorokra nézve, amely vegyuletek
legaldbb egy Arg-Gly-Asp aminosav szekvenciat tartalmazoé elsd peptid-részt és
egy ahhoz kapcsolt masodik peptid-részt tartalmaznak, adott esetben egy
Osszekotd elemen (linkeren) keresztll, amely maéasodik peptid-rész egy
(neuro)peptid, amelyet a CCK, gasztrin, P anyag, bombezin, VIP (vazoaktiv
bélrendszeri peptid), PACAP (nyalkaelvalaszté adenilat-ciklaz aktivalé peptid),

szomatosztatin és ezek analdgjai kézul valasztanak.
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(Neuro)peptidekhez kététt RGD (Arg-Gly-Asp) c‘o
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A talalmany targyat olyan vegyuletek képezik, amelyek kétdaffinitassal
rendelkeznek mind az avf3 receptorhoz, mind egy (neuro)peptid receptorhoz,
kuléndsen a szomatosztatin receptorhoz.

Az integrin avB3 receptor tulnyomérészt az endothelialis sejtek névekedése
és migracidja soran expresszalddik, és érsejtek angiogén fenotipusanak a
markereként azonositottak példaul a tumoros érképzddés soran. Magat az avp3
integrint a tumoros sejtek szintén expresszaljak. igy az avp3 receptor potenciélis
célpontot jelent a tumort felkutaté molekulak szamara.

A receptorok tumorokban eléfordulé masik tipusa a szomatosztatin
receptorok. A jelenlétiket kulénféle tumorokban és immunsejteken is kimutattak
klasszikus biokémiai koétédési vizsgalatokkal, igy autoradiografiaval, in situ
hibridizaciéval és RT-PCR vizsgalattal. Egy ligandum szomatosztatin receptorhoz
torténd kotédése leggyakrabban a ligandum/szomatosztatin receptor komplex
internalizaciéjat eredményezi.

A szomatosztatin receptorokhoz kétédé természetes ligandum a
szomatosztatin, amely egy 14 vagy 28 aminosavbél‘éllé neuropeptid, amely nagy
affinitdssal kotdédik mind az 5 szomatosztatin receptor altipushoz (sst). A

szomatosztatin a plazmaban gyorsan lebomlik, de kifejlesztettek enzimes



lebontassal szemben stabil szomatosztatin analégokat. A klinikailag legszélesebb
kérben alkalmazott analégok az oktreotid és a lanreotid, ezek a vegyuletek nagy
affinitassal kétédnek a 2-es, 3-as és 5-6s szomatosztatin receptor altipusokhoz.

A talalmany célja az volt, hogy a receptorok mindkét tipusaval szemben
affinitdssal rendelkezdé ligandumokat egy vegylletben kombinaljuk, hogy
megjavitsuk a vegyuletek tumorokkal szembeni teljes affinitasat.

A taldimany targyat ezért olyan vegytletek képezik, amelyek kétéaffinitassal
rendelkeznek mind az avf3 receptorhoz, mind egy (neuro)peptid receptorhoz,
kalénésen a szomatosztatin receptorhoz, és amely vegylletek legalabb egy Arg-
Gly-Asp aminosav szekvenciat tartalmazé elsé peptid-részt, és egy ehhez
kapcsolt, adott esetben egy dsszekétd elemen (linkeren) keresztll kapcsolédd
masodik peptid-részt tartalmaznak, amely masodik peptid-rész egy (neuro)peptid.

A taldimany nem csak a szomatosztatinra alkalmazhaté, hanem mas
(neuro)peptidrekre is. Kévetkezésképpen, a masodik peptid-részt elénydsen a
CCK, gasztrin, P anyag, bombezin, VIP (vazoaktiv bélrendszeri peptid), PACAP
(nyélkakivalasztd adenilatcikldz aktivator peptid), szomatosztatin és ezek
analdgjai koézul valasztiuk. Az analdgok lehetnek az eredeti peptid stabilitas vagy
aktivitas fokozasa céljabdl médositott valtozatai, vagy a peptidek olyan részei
lehetnek, amelyek tovabbra is megérzik a biolégiai aktivitasukat.

Eldny6s kiviteli alakban a masodik peptid-rész egy szomatosztatin analég,
amelyet elényésen az oktreotat, oktreotid, lantreotid, vapreotid vagy ezek
szarmazékai kézul valasztjuk.

Az elsd peptid-rész egy ugynevezett RGD-peptid, amely egy olyan peptid,
amely legaldbb egyszer tartalmazza az Arg-Gly-Asp mintazatot. Az eredeti RGD-
peptid analégjai tovabbi aminosavakat, példaul jodbevitel céljabdl tirozint
tartaimazhatnak. Az RGD-analdg egyik elényés kiviteli alakjaban egy tovabbi Asp
van jelen a Tyr és az Osszekétd elem koézott. Ez az Asp az RGD-peptid-rész
gyurlizarasara szolgal, hogy stabilabba tegye azt.

Megfeleld Osszekoétdé elem példaul a lizin, amely két -NH, csoporttal
rendelkezik. Az egyik -NH, csoport az RGD-peptidhez térténé kapcsolashoz
hasznalhatd, mig a -COOH csoportot a (neuro)peptidnez térténd kapcsolashoz

hasznaljuk. A fennmaradé -NH; csoport ezutdn egy kelatképzé anyaghoz vald



kapcsolashoz hasznélhatd. A kelatképzé anyagot a (radioaktiv) jelzéanyaggal
torténd komplexképzéshez hasznaljuk.

Az ilyen neuropeptid-RGD vegyuletek radiolégiai megjelélése, ami vagy
kézvetlenul, vagy egy kelatképzd komponensen (tavtarté komponenssel (spacer)
vagy anélkul) keresztll térténik, alkalmassa teszi a vegyuleteket arra, hogy
radiodiagnosztikai vagy radiogydgyaszati készitményekként alkalmazzuk ezeket.
A radioaktiv jelzésre alkalmas izotépok a kévetkezdk: 2°Bi, '®Re, '*®Re, "'As, %Y,
GGGa, 67CU, 169Er, 114m|n’ 117mSn, 121Sn, 127Te, 142P|', 143Pr, 198AU, 199AU, 149Tb,
161Tb’ 1°9Pd, 165Dy, 149Pm, 151Pm, ’53Sm, 157Gd, 159Gd, 166H0’ 172Tm, 169Yb’ 175Yb,
177Lu, 1°5Rh, 1°3mRh, 195mPt, "1Ag, 124|, 131] &g 2"At, gngc, 2°3Pb, 67Ga’ 68Ga’72As’
111|n, 113m|n, 97Ru, 62Cu, 64Cu’ 52Fe, szmMn, 51Cr, 12311 131|’ 7SBr, 7SBr, 7B &s %2Br.
llyen radioaktivan jelzett vegytlet példaul az '"'In-DTPA-szomatosztatin analdg-
RGD vegytlet.

A szomatosztatin analégokhoz (vagy mas (neuro)peptidekhez és azok
analdgjaihoz) kapcsolt RGD-peptidek, vagy az RGD-receptoron (avf3), vagy a
szomatosztatin receptorok egyikén keresztul kétédhetnek a sejtekhez, majd
juthatnak a sejtbe. Igy elvarhatd, hogy két kulénbézd receptorhoz, azaz a
(neuro)peptidhez és az avp3 integrinhez kétdédd vegyllettel megtalaljuk a
vegyuletet kulénbdzé célsejteken, példaul tumorsejteken, valamint a tumoros
érképzddés sejtjein. Ez elésegitheti egy nagyobb cél-hattér viszony kialakulasat.

A taldlmany szerinti vegyuletek egyik prototipusa az RGD-oktreotid. Az
oktreotid egy stabil peptid (rezisztens a plazma lebontassal szemben), amely a 2-
es, 3-as és 5-6s szomatosztatin receptor altipusokhoz (sst) kétédik. Tovabbi
vegyuleteket ismertetlnk a példakban.

Az sst-receptorokkal vagy avp3-receptorokkal rendelkezé szévetekkel
végzett autoradiografiai kisérletekben azt taldltuk, hogy habar mindkét eredeti
peptidet egy Uj vegyuletben kombindljuk, mindkettd megérzi a kétdaffinitasat a
sajat receptoraihoz. Az Uj vegyuletek kétédése a megfeleld receptorokhoz a
kulénb6z6 versengd analdégok feleslegével blokkolhato.

A talalmanyt a kdvetkezd példakban szemléltetjuk, és a talalmanyt nem

kivanjuk ezekre a példakra korlatozni.
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1. példa
Altalanos eljards RGD-(neuro)peptid konjugatumok és azok megfelelé DTPA-

vagy DOTA- szarmazékainak az elballitasara

A koévetkezd egy é&ltalanos eljaras a taldlmany szerinti vegyuletek
eléallitasara.

Szilard fazisu peptid-szintézist (SPPS) végzunk a "Pioneer” PE Biosystems
tipusi szintetizdld készulék segitségével, Fmoc védbcsoport stratégia
alkalmazasaval. Egy, a vegyulet minden aminosavat tartalmazé lineéris peptidet
allitunk el® 0,1 mmol mennyiségben Fmoc-AA; (OtBu)-PEG-PS kiindulési gyanta
(PE Biosystems, 0,18 mmol/g terheléssel) alkalmazaséaval, ahol AA; a C-terminalis
aminosav. Az Fmoc védett aminosavakat (0,4 mmol) N-[(dimetil-amino)-1H-1,2r3-
triazolo[4,5-b]-1-piridinil-metilén}-N-metil-metan-aminium-hexafluor-foszfat-N-oxid
(HATU) vegyulettel aktivaljuk. Az Gsszes aminosavat és peptid eléallitasahoz
szUkséges reagenseket a gyartoktol szereztik be.

A peptid hordozdn amiddal végzett gylrGizarasat az “allil-blokkbontd”
eljarassal (Pd(PPhs)s, N-metil-morfolin, ecetsav, kloroform), majd ezt kévetd 7-
azabenztriazol-1-il-oxi-trisz(pirrolidino)-foszfénium-hexafluor-foszfattal végzett
(PyAOP) aktivalassal valdsitjuk meg. Ezutdn a védett, ciklizalt peptidet tartalmazo
gyantat eltavolitjuk a készulékbdl.

A gyantat 8 ml, 92 mg tallium-trifluor-acetatot tartalmazé dimetil-
formamidban szuszpendaljuk. A keveréket 2-3 6ran keresztul rdzzuk, leszdrjuk,
egymas utan 10 ml dimetil-formamiddal, 10 ml dimetil-formamid-viz (1:1) eleggyel,
10 ml dimetil-formamiddal és tetrahidrofurannal mossuk, igy a gyantahoz kététt,
védett peptidet (lll) kapunk. Ezutan a gyantat két részre osztjuk.

A peptidet kivagjuk a gyantabdl, és 85 % trifluor-ecetsav (TFA)/S % viz/5 %
fenol/5 % tianizol elegynek 10-12 o6ran keresztul térténd alkalmazasaval
eltavolitiuk a védbcsoportot. A nyers peptidet t-butil-metil-éterrel vegzett
kicsapassal, majd centrifugalassal elkulonitiuk, és 0,1 % TFA-at tartaimazo
acetonitril/viz gradiens alkalmazasaval forditott fazisi HPLC-vel tisztitiuk (A.
oldészer: 0,1 % TFA/ H,O, B. oldészer: 0,1 % TFA/10 % H,O/CH3CN; Gradiens:



2,0 percen keresztll 95 % A./5 % B. &sszetételnél tartjuk, ezt kdvetéen 20 perc
alatt az Osszetételt az A. oldészertdl (100 %) 50 % A..50 % B. aranyig
valtoztatjuk).

A lizin Mtt véddcsoportjiat 5 % TFA/5 % triizopropil-szilan (TIPS)/90 %
diklor-metan (2 x 30 perc) eleggyel végzett kezeléssel tavolitiuk el. A gyantat
diklér-metannal és tetrahidrofurannal mossuk, és DIEA-t (35 ul, 0,2 mmol)
tartalmazé dimetil-formamidban szuszpendaljuk. Egy masik edényben tri-t-butil-
DTPA-anhidridet vagy DOTA-t (112 mg, 0,2 mmol) HBTU/HOBt-t (0,2 mmol, 1,0
mi 0,2 mmol/ml oldata) és DIEA-t (35 ul, 0,2 mmol) tartalmazé dimetil-
formamidban feloldunk, hogy 5 ml oldatot kapjunk. Egy 6ras keverés utan az
aktivalt DTPA-szarmazékot hozzaadjuk az el6zéleg szuszpendalt gyantahoz.

A reakciét éjszakan at folytatjuk, mielétt a gyantat dimetil-formamiddal és
tetrahidrofurannal mossuk.

A peptidet kivagjuk a gyantabdl, es 85 % TFA/S % viz/5 % fenol /15 %
tianizol elegyet 10-12 6réan at alkalmazva a véddcsoportot eltavolitjuk. A nyers
peptidet t-butil-metil-éterrel végzett kicsapassal, majd centrifugalassal elkulonitjak
és 0,1 % TFAéat tartalmazo acetonitril/viz gradiens alkalmazasaval forditott fazisu
HPLC-vel tisztitjuk (A. oldészer: 0,1 % TFA/H,O, B. oldészer: 0,1 % TFA/10 %
H,O/CH3CN; Gradiens: 2,0 percen keresztll 95 % A./5 % B. désszetételnél tartjuk,
ezt kdvetden 20 perc alatt az olddszert A-rél B-re valtoztatjuk).

2. példa
RGD-Oktreotat (IV) és a megfelelé DTPA-szarmazék (V) eldallitasa

Az 1. példaban ismertetett eljaras szerint RDG-oktreotatot és a megfeleld

DTPA-szarmazékat allitottuk el6 a kdvetkezd reakcidvazlat szerint:



Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-DTyr(OtBu)-Asp(B-OAll)-Lys(Mtt)-DPhe-Cys(Acm)-
Tyr(OtBu)-DTrp(tBoc)-Lys(tBoc)-Thr(OtBu)-Cys(Acm)-Thr(OtBu)-O-GYANTA
@

|
J
Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-DTyr(OtBu)-Asp-Lys(Mtt)-Dphe-

| |

HN: CO
Cys(Acm)-Tyr(OtBu)-DTrp(tBoc)-Lys(tBoc)-Thr(OtBu)-Cys(Acm)-Thr(OtBu)-O-
GYANTA

(I
|

| TI(OCOCF;),
\’

Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-DTyr(OtBu)-Asp-Lys(Mtt)-Dphe-
| |

HN- CO

Cys(Acm)-Tyr(OtBu)-DTrp(tBoc)-Lys(tBoc)-Thr(OtBu)-Cys(Acm)-Thr(OtBu)-O-
GYANTA
| |
S S
1m)

85% TFA, 5% H,0,
5% fenol, 5% tioanizol

I .5% TFA,5%TIPS, 90% CH,Cl,
l ii. tri-t-butil mono DTPA anhidrid
I iii. 85% TFA, 5% H,0,
I 5% fenol, 5% tioanizol

J d

|
I
l
|
(Iv) ™)



RGD-oktreotét (IV):

Arg-Gly-Asp-DTyr-Asp-Lys-DPhe-Cys-Tyr-DTrp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
l | | |

HN —CO S S

Lys-(e-DTPA) RGD-oktreotat (V):

NH-DTPA

|
Arg-Gly-Asp-DTyr-Asp-Lys-DPhe-Cys-Tyr-DTrp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
| | | |
HN —CO S S

Az RGD oktreotat konjugatum (IV) tdmegspektrum adatai a kévetkezok:
szamitott: 1766,6, mért: 884,8 ((M+2)/2).

Az RGD-oktreotat konjugatum DTPA-szarmazékanak (V) tdmegspektrum
adatai a kdvetkezok: szamitott 2139,9, mért: 1071,2 ((M+2)/2).

3. példa
RGD-Oktreotid (iv) és a megfelel6 DOTA-szarmazék (v) eléallitasa

Az 1. példaban leirt eljaras szerint egy RDG-oktreotidot és annak megfelel

DTPA-szarmazékat allitottuk elé a kdvetkez6 reakcidvaziat szerint:



Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-DTyr(OtBu)-Asp(B-OAll)-Lys(Mtt)-DPhe-Cys(Acm)-Tyr(OtBu)-
DTrp(tBoc)-Lys(tBoc)-Thr(OtBu)-Cys(Acm)-Thr(ol)(OtBu)-O-GYANTA

@)

I

Y

Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-DTyr(OtBu)-Asp-Lys(Mtt)-Dphe-

I I
HN —CO

Cys(Acm)-Tyr(OtBu)-DTrp(tBoc)-Lys(tBoc)-Thr(OtBu)-Cys(Acm)-Thr(ol)(OtBu)-O-
GYANTA

(it)

|

l TI(OCOCF3),

Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-DTyr(OtBu)-Asp-Lys(Mtt)-Dphe-

| |
HN co

Cys(Acm)-Tyr(OtBu)-DTrp(tBoc)-Lys(tBoc)-Thr(OtBu)-Cys(Acm)-Thr(ol)(OtBu)-O-
GYANTA

| I
s S

85% TFA, 5% H-0,
5% fenol, 5% tioanizol

i.5% TFA,5%TIPS, 90% CH,CI,
ii. tri-t-butil mono DTPA anhidrid
iii. 85% TFA, 5% H,0,

5% fenol, 5% tioanizol



RGD-oktreotid (iv):

Arg-Gly-Asp-DTyr-Asp-Lys-DPhe-Cys-Tyr-DTrp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol)-OH
| | l |

HN ole) S S

Lys-(e-DTPA) RGD-oktreotid (v):

NH-DTPA

|
Arg-Gly-Asp-DTyr-Asp-Lys-DPhe-Cys-Tyr-DTrp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol)-OH
| | I |
HN CO S -S
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Szabadalmi igénypontok

1. Vegyuletek, amelyek kétdaffinitdssal rendelkeznek mind az avp3
receptorhoz, mind egy (neuro)peptid receptorhoz, kilénésen a szomatosztatin
receptorhoz és kovetkezésképpen javitott teljes affinitdssal rendelkeznek a
tumorokra nézve, amely vegylletek legalabb egy Arg-Gly-Asp aminosav
szekvenciat tartalmazo elsé peptid-részt, és egy ahhoz kapcsolt masodik peptid-
részt tartalmaznak, adott esetben egy Osszekété elemen (linkeren) keresztll,
amely méasodik peptid-rész egy (neuro)peptid, amelyet a CCK, gasztrin, P anyag,
bombezin, VIP (vazoaktiv bélrendszeri peptid), PACAP (nyalkaelvélaszté adenilat-

ciklaz aktivald peptid), szomatosztatin és ezek analégjai kézll valasztunk.

2. Az 1. igénypont szerinti vegyuletek, ahol a masodik peptid-rész egy

szomatosztatin analdg.

3. A 2. igénypont szerinti vegyuletek, ahol a szomatosztatin analégot az

oktreotat, oktreotid, lantreotid, vapreotid vagy ezek szarmazékai kézil valasztjuk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti vegyuletek, ahol az 6sszekétd

elem legalabb egy lizint tartalmaz.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti vegyuletek, amelyek radioaktivan

jelzettek.

6. Az 5. igénypont szerinti vegyuletek, ahol a radioaktiv jelzésre alkalmas
lZOtépOt a 213Bi 186Re 188Re 77AS QOY 66Ga 67Cu 169Er 114m|n 117msn 121Sn
127Te, 142Pr, 143Pr, 198AU, 199Au, 149Tb, 161Tb’ 109Pd, 165Dy, 149Pm, 151Pm, 1538m,
157Gd, 159Gd, 166H0, 172Tm, 169Yb, 175Yb, 177Lu, 105Rh, 103mRh, 195mPt, 111Ag, 1241’ 131|
és 211At, gngC, 203Pb, 67Ga, 68G3,72AS, 111|n, 113m|n, 97RU, SZCu, 64Cu ste, SZmMn,

S'Cr, 123, 31, ™Br, "Br, "'Br és ¥Br kézll valasztjuk.
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7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti vegylletek biologiailag aktiv

molekulaként térténd alkalmazasra.

A meghataimazott
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