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1 Bevezetés

A rosszindulati daganatos betegségek és a tumorok altal képzett attétek vilagszerte egyre
nagyobb egészségiigyi problémat jelentenek. Az Egyesiilt Allamok Nemzeti Rakkutatd Intézet
(IARC) becslései szerint 2018-ban vilagszerte 17 millid 0j rakos megbetegedés és 9,5 millid
rakos haldlesetet regisztraltak. Mivel az ¢letkor eldrehaladtaval a betegség kockézata
emelkedik, igy a nyugati tipusi tarsadalmakban az elmult évek demografiai folyamatait
(népesség novekedés, eloregedés) figyelembe véve az onkologiai ellatas egyre nagyobb
kihivassal néz szembe. Ez és a személyre szabott terapiak iranti megndvekedett igény, noveli a

diagnosztikaval szembeni elvarasokat is.

A daganatok progresszidjanak egyik fontos feltétele, hogy a primer tumor megfeleld
tapanyagellatdshoz jusson a meglévd erekbdl, vagy pedig Uj erek kialakuldsa révén. Ez a
folyamat— az angiogenezis — megteremti annak a lehetdségét, hogy a rosszindulata elvaltozas
egyes sejtjei az érpalyaba jussanak, ezaltal novelve az ugynevezett hematogén attétképzodés
1étrejottének esélyét. Az elmult években végzett preklinikai és klinikai vizsgélatok egyarant
bdvitették ismereteinket az attétképzddés tobblépcsds folyamatarol, azonban tovabbra is nyitott
kérdés, hogy az attétek attétet képeznek-e, vagy mindegyikiik az elsddleges 1¢zi6bol szarmazik.
Az attétek molekularis expresszids mintazatdnak pontos ismerete nemcsak az elvaltozas pontos
felismerését biztositana, hanem a meglévO terapids rendszerek tjragondolasat is

eredményezheti.

Mivel az angiogenezist a tumor progresszio és metasztatisztatikus képessége sarokkovének
tekintik, az attétek és a primer tumoros elvaltozasok sejtfelszinén expresszalodoé neoangiogén
mediatorokat/molekuldkat célz6 nem invaziv molekularis képalkotd technikak értékes
diagnosztikai lehetdséget nyljthatnak a daganatos elvaltozasok idében torténd értékeléséhez,
valamint a tumor progresszidjanak gatlasara vagy annak lassitdsara iranyuld kezelések

bevezetéséhez.

Az angiogenezis soran a VEGF ¢és a VEGFR kozotti kolcsonhatas révén megkezdddik az
endotélsejtek proliferacidja és migracidja, valamint a kapillaris rendszer atalakulasa. Ezért a
VEGEF ¢és receptorainak (VEGFR) talzott expresszidja Osszefiigg a tumor progresszidjaval, a
metasztatikus potencidllal, a mikrovaszkularis slriiséggel és a betegek prognozisanak
mértéklt kifejez0dése a tumor ndvekedésének, invazivitdsanak és metasztatizacidjanak

szabalyozasaban kritikus szerepet tolthet be. Ezenkiviil az APN/CD13 is szoros kapcsolatot



mutat a tumorokkal kapcsolatos neoangiogenezissel, az angiogén jelek generalasan ¢és
modulalasan keresztiil, valamint az angiogén erek markereként. A prosztaglandin E2 pedig a
ciklooxigenaz-2 (COX-2)/prosztaglandin E2 (PGE2) utvonalon keresztiil jatszik dont6 szerepet
a daganat kialakulasaban, mivel nem csak gyulladasok esetében, hanem a tumorok progreszidja

soran is serkenti az angiogenezist €s a limfangiogenezist.

A molekularis biologia fejlédésével egyre tobb potencialis tumormarkert fedeznek fel, €s ennek
megfeleléen novekszik az 0j tumorspecifikus diagnosztikai molekulak szdma. A PET-
képalkotas kiilonosen CT vagy MR eszkozzel kombindlva értékes eszkoznek tiinik a
neoangiogenezis specifikus molekularis biomarkereinek kimutatasaban, ami 1; teriiletet nyit a

primer tumorok ¢és attéteik sejtfelszini molekuldris mintazatdnak mélyebb megértése felé.

Ebben a tekintetben az integrin avf3 nemcsak a preklinikai vizsgalatokban, hanem a human
klinikai kutatasokban is egyre nagyobb vizsgalati teriiletet képvisel. Az oavf3 integrinek
jellemzden a tumoros szdvetekben torténd emelkedett kifejezddése miatt az integrinspecifikus
RGD (Arg-Gly-Asp) szekvenciat tartalmazo, radioaktivan jelzett peptideknek dontd szerepiik
van a molekularis onkologiai képalkotasban. Az NGR (Asn-Gly-Arg) peptidszarmazékok pedig
nagy affinitassal kotddnek az APN/CD13-hoz, ezért ezen molekuldk rakos elvaltozasokba
juttatasa nem csak a képalkotast teheti lehetévé, hanem az angiogenezis gatlasat is, mivel az
APN miikddésének korlatozasa akadalyozhatja a tumorok vaszkularizaciojat. A ciklodextrinek
a kozelmultban kertiltek a nukledris medicina elGterébe, mint potencidlis tumorcélzo
molekulak. Ezeket a gliik6z alapt ciklikus oligoszacharidokat, amelyek hidrofil kiilsé feliilettel
és lipofil belsd iireggel rendelkeznek, igéretes eszkozként jelolték meg az endocitdzis alapu
gyogyszerhordoz6 rendszerek elkészitéséhez €s vizben oldodo gyogyszerek kifejlesztéséhez.
Tekintettel a fent emlitett kedvez6 kémiai tulajdonsagokra, a radioaktivan jelolt ciklodextrinek
uj teriiletet nyithatnak a rosszindulati daganatok in vivo molekularis képalkotasdban. A
ciklodextrin szarmazékok koziil a véletlenszeriien metilalt PB-ciklodextrin (RAMEB)
bizonyitottan nagy affinitast mutat a PGE2-vel val6 komplexképzésre, emellett a hidroxipropil-
béta-ciklodextrin (HPBCD) hatékonysaga, kielégitd biztonsagi profilja ¢€és mérhetd
toleralhatosaga miatt mar figyelemre mélto klinikai figyelmet kapott a terapids utakon. Tovabbi
jelentds szempont, hogy a [*8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD kiemelkedé in vivo biodisztribuicidja
¢és farmakokinetikéja, valamint nagy radiokémiai tisztasdga tovabbi farmakokinetikai mérések
lehetdségét biztosithatja, és a tumorspecifikus molekularis képalkotas szempontjabol is

relevans lehet.



Célkitiizéseink:

- A neoangiogenezisben részt vevo molekulak expressziojanak valtozasai a primer
tumorban ¢és annak attéteiben jelentdsen befolyasolhatjak a terapidk hatékonysagat. A
vizsgalatunk célja az volt, hogy a sorozatosan transzplantalt mezoblasztos nefroma
tumor (Ne/De) metasztazisaiban az aminopeptidaz N (APN/CD13) és az ayf3 integrin
receptor expresszidjanak valtozasat %8Ga-jelzett NOTA-cNGR és NODAGA-RGD
radiotracerekkel értékeljiik preklinikai pozitronemisszios tomografias (PET)
képalkotas segitségével.

- A fenti részletes, korabban kozzétett adatok arra 6sztondztek benniinket, hogy
megvizsgaljuk a ciklodextrin szarmazékok diagnosztikai értékét a kiilonboz6
daganatok molekularis képalkotasaban, ami kdzelebb vihet benniinket a molekularis
célpontokon alapulé tumorellenes terapia végso céljahoz. Ezért a tovabbiakban a
[*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB és a [*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD tumorcélzé
potencidljanak felmérését tliztiik ki célul non-invaziv in vivo PET-képalkotas

segitségével.

2 Anyag és modszer

2.1 Sejtvonalak és fenntartasuk

2.1.1 Ne/De, He/De sejtek:

A vizsgalatok soran alkalmazott mesoblastos nephroma (Ne/De) tumort és a
hepatocelluléris karcindma (He/De) tumort a Debreceni Egyetemen végzett korabbi kutatés
soran allitottak el6 a kovetkez6 modon. Par nappal a sziiletésiik utan Fischer 344 (F344)
patkdnyokba 125 pg N-nitrozodimetilamint adtak be, sdoldatban intraperitoneélisan.

Koriilbeliil 6 honap elteltével a kialakult tumorokat eltavolitottak €s sejtvonalat hoztak létre.

A Ne/De sejtek tenyésztéshez 10 (V/V)% magzati szarvasmarha szérumot tartalmazo
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) tapoldatot hasznaltunk, mig a He/De sejek
tenyésztéshez 10 (V/V)% magzati szarvasmarha szérumot (FBS) tartalmazé Iscove's Modified
Dulbecco's Medium (IMDM) téapoldatot hasznaltunk, amelyeket 1 % antimikotikum-
antibiotikum oldattal egészitettiink ki.. Az egyrétegii sejtkulturakat 12 ml tapoldatot tartalmazé
T-75 sejttenyészté flaskaban, 5 %-0s CO: szintet és 95 %-os paratartalmat biztositd
inkubatorban (ESCO CCI-170B-8 incubator) 37 °C —on tartottuk. A tenyészetek passzalasat

hetente 3x végeztiik.



2.1.2 HT1080, B16F10, BXPC3, A20, PancTu sejtek

A HT1080 (human fibroszarkdéma) sejtvonalat az ATCC-tdl (Virginia, USA) vasaroltuk.
A sejtek tenyésztéshez 10 % magzati szarvasmarha szérumot (FBS) tartalmazé Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) tapoldatot hasznéltunk, amelyet 1 % antimikotikum-
antibiotikum oldattal egészitettiink ki.

A BI16F10 (egér eredetli melanotikus melanoma) sejtvonalat az ATCC-t6l (Virginia,
USA) vésaroltuk. A sejtek tenyésztéshez 10 % magzati szarvasmarha szérumot (FBS)
tartalmazo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) tapoldatot hasznaltunk, amelyet 1 %
antimikotikum-antibiotukum oldattal illetve MEM nem esszencialis aminosav oldattal (1 (V/V)
% ); Gibco™) és MEM vitamin oldattal (1 (V/V) %); Gibco™) egészitettiink ki.

A BxPC3 (human hasnyalmirigy adenokarcinoma), az A20 (egér eredetii B-sejtes
limféma) és a PancTu (human hasnydlmirigy adenokarcindma) sejtvonalat az ATCC-tdl
(Virginia, USA) vasaroltuk. A sejtek tenyésztéshez 10 % magzati szarvasmarha szérumot
(FBS) tartalmaz6é Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium tapoldatot
hasznaltunk, amelyet 1% antimikotikum-antibiotikum oldattal egészitettiink ki.

Az egyrétegli sejtkulturdkat, illetve a szuszpenzids sejtkulturat (A20) 12 ml tdpoldatot
tartalmazo T-75 sejttenyésztd flaskaban, 5 %-0s CO2 szintet és 95 % -0S paratartalmat biztosito
inkubatorban (ESCO CCI-170B-8 incubator) 37°C —on tartottuk. A tenyészetek passzalasat
hetente 3x végeztiikk. A daganatos sejtek beliltetését minden esetben 6t-nyolc passzallas utan
végeztiikk. A tumor indukcidt megeldzden a sejtek életképességét minden esetben trypan-kék

kizarasos teszttel ellendriztik.

2.2 Kisérleti allatok

A Ne/De tumorok €s metasztazisaik vizsgalatdhoz, illetve a He/De tumorok vizsgalatahoz
16 hetes, 25020 g sulyd, néstény F344-es patkanyokat (n=30) hasznaltunk.

A B16F10 egér eredetii melanoma vizsgalatara C57BL6 egereket vasaroltunk.
Az allatokat konvencionalis allathazban tartottuk, ellendrzott homérséklet (24 °C+2 °C) és
paratartalom (5110 %) mellett. A mesterséges vilagitast automatikusan szabalyozott 12 oras
cirkadian ciklusokban biztositottuk. Az egereket ad libitum félszintetikus takarmannyal
(Animalab Kft., Budapest, Magyarorszag) etettiik, és csapvizet kaptak

A humin eredeti tumorok vizsgalatakor CB17 SCID immunhianyos egereket

hasznaltunk (12 hetes him egereket vasaroltunk az Innovo Kft-t6l, Magyarorszag; n=35). Az
allatokat steril korilmények kozott tartottuk IVC  ketrecrendszerben (Techniplast,

Olaszorszag), 26+3 °C hdmérsékleten, 52+10 % pdaratartalom mellett, mesterséges



megvilagitassal, 12 oras cirkadian ciklusban. Steril ivoviz és félszintetikus takarmany
(Akronom Kft., Budapest, Magyarorszag) ad libitum allt minden allat rendelkezésére.

A laboratériumi allatok tartasa és kezelése a magyar térvények és az Eurdpai Unio eldirasai
szerint tortént. Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
regisztralta (regisztracios szam: 16/2020/DEMAB).

2.3 Az SRCA miitét

A patkanyokat a beavatkozashoz inhalécios kisallat altatogép segitségével (Eickemeyer
Research, Tec3, Ghislandi Kft., Magyarorszag) elaltattuk. Az altatashoz 3 % Aerrane
(izoflurén) inhalaciés gozt és vivogazként 0,4 liter/perc oxigént €s 1,2 liter/perc dinitrogén-
oxidot alkalmaztunk, az altatas fenntartasahoz az Aerrane g6z mennyiségét 1,5 %-ra
csOkkentettilk. Az allatok bal oldalan a bordak alatti lumbalis régidt szortelenitettiik,
fertdtlenitettiik, majd a bort egy csipesz segitségével elemelve sebészi olloval bemetszettiik. Ezt
kovetden a bor alatti izomréteget elmetszettiik, igy elértiik a bal vese terliletét. Az érintett
teriiletre izolacios kend6t helyeztiink, majd az allat bal veséjét ovatosan a testen kiviilre
mozditottuk. Az igy hozzaférhetévé tett vesét fizioldgids sodoldat hasznalataval tartottuk
nedvesen. A capsula renalison egy Irisz ollo segitségével apré rést vagtunk, majd ezen keresztiil
az elokészitett Gelaspon korongot iiltettiink be a kisérleti allatok vesetokja ala. A Gelaspon
korongra az eldkészités soran 1x108 Ne/De sejtet 10 ul fiziologias sdoldatban szuszpendalva
helyeztiink. A beiiltetést kovetden a vesét visszaengedtilkk a testbe, majd az izomréteget
Osszevarrtuk, a borréteget pedig sebkapcsokkal fogtuk Ossze. Az dallatokat ébredésig
feliigyeltilk, majd fajdalomcsillapitds céljabol nem-szteroid gyulladascsokkentd hatasu,

ibuprofen szuszpenziot kaptak (Nurofen szirup 10mg/kg)

2.4 Paratimikalis nyirokcsomo atiiltetése

A vesetok alatt novekvd Ne/De tumoros allatokat 14 nappal a Ne/De sejtek beiiltetését
kovetden exterminaltuk 5 % izoflurdn alkalmazasaval. Ez kovetden feltartuk a patkanyok
mellkasat, az attétet hordozo nyaki nyirokcsomot eltavolitottuk, majd kisebb darabokra vagtuk.
Ezeket a darabokat iiltettiik be SRCA miitét segitségével ujabb allatok vesetokja ala, az el6zdvel

megegyezd modon.

2.5 Tumorok szubkutan indukcidja
Az egereket a beavatkozashoz inhalacids altatas segitségével elaltattuk. Az altatdshoz 3 %
Aerrane inhalacios gézt és vivogazként 0,4 liter/perc oxigént és 1,2 liter/perc dinitrogén-oxidot

alkalmaztunk, az altatas fenntartasdhoz a Aerrane géz mennyiségét 1,5 %-ra csokkentettiik. Az



allatokon a bal lapocka feletti teriiletet szortelenitettiik, fertotlenitettiik, ezt kovetden a bort egy
csipesz segitségével elemelve, 100-120 pl 5x10° sejtet tartalmazé fizioldgids séoldatos

sejtszuszpenziot juttattunk egy fecskendo segitségével kozvetleniil a bor ala.

2.6 Felhasznalt radiofarmakonok

26.1 2-[®F]FDG

Az 2-[*®F]FDG eléallitasa a Nuklearis Medicina Intézetben napi szinten rutinszeriien
torténik, elsésorban onkoldgiai betegek diagnosztikai vizsgalatanak céljabol. A gyartashoz
sziikséges 18F - ion létrehozasa ciklotronban megy végbe [*80] dusitott viz felhasznalasaval. Az
igy elédllitott ®F-iont az automatizalt FDG gyartd panelra juttatjak, ahol a prekurzor
(vizmentes acetonitrilben oldott trifluormetanszulfonil-B-D-mannéz (TATM)) jelolése
nukleofil szubsztitucioval valosul meg. A [*8 Ffluorid reakciéja 85°C-on megy véghe a TATM-
al. A nukleofil szubsztitiucio terméke a 1,3,4,6(TA-[*®F]FDG). A molekula még védd acetil-
csoportokat tartalmaz, ezeket savas kozegli hidrolizissel tavolitjdk el, amihez sdsavat
hasznalnak. A hidrolizist magasabb hdmérsékleten (120°C) és nyomas alatt (zart reakcioedény)
végezik. A reakcid végterméke, a 2-[*8F]fluor-B-D-dezoxi-gliikoz, melyet fiziologids sooldat
segitségével higitanak a kivant koncentracié eléréséig. A 2-[*®F]FDG a vizsgalatok soran a
szervezet gliikoz metabolizmusdba bekapcsolodva kozvetetten segit megjeleniteni az

angiogenetikus folyamatokat.

2.6.2 [%®Ga]Ga-NOTA-cNGR

A c[KNGRE]-NH2 peptidet az MTA ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport munkatarsai
allitottdk eld, majd bocsajtottak rendelkezésiinkre. A peptid NOTA kelatorral torténd
konjugacidja, mar intézetiinkben tortént. A c[KNGRE]-NH: peptidbdl 11,7 mg-ot (20 umol)
0,9 mL 0,1 M NaHCOg pufferben (pH 9,5) feloldottunk, majd hozzaadtunk 12,3 mg (22 umol)
p-SCN-Bn-NOTA-t (Macrocycles Inc., Dallas, TX, USA) 0,1 mL DMSO-ban feloldva. Az
elegybdl 2 o6ras szobahdmérsékleten vald kevertetést kovetden szemipreparative HPLC-sS
tisztitdssal nyertiik a NOTA-konjugalt NGR-analogot (NOTA-c(NGR)). Az igy eldallitott
peptid-kelatort hasznaltuk prekurzorként a jelolési reakcioban. A jelzéshez sziikséges *3Ga-ot a
%8Ge/*8Ga-generator 0,1M-0s HCl-oldattal torténd frakcionalt eluciéjaval nyertiik. Ezt kdvetden
a legmagasabb aktivitast tartalmazo frakciot puffereltiik (natrium-acetat oldattal), amivel a pH-
t ~4,1-re allitottuk be. Ehhez az oldathoz adtuk hozza a NOTA-c(NGR) oldatot (5 uL 3 mM),
majd az elegyet 95 °C-on tartottuk 5 percig. Ezt kdvetden a reakcioelegyet Oasis HLB 30 mg

toltettérfogatu extrakcids oszlopra vittiik fel, melyet elézéleg aktivaltunk (Sml 96%-0s



etenollal, majd 10 ml vizzel). Az oszlopot 5 ml vizzel mostuk, majd a radioaktivan jelolt
szarmazékot 0,5 ml 96%-os EtOH ¢és izotdnias séoldat 1:1 ardnyu oldataval elualtuk. A
végterméket steril sziirdn sziirtiik, majd izotdnias sdoldattal tovabb higitottuk felhasznalas elott
az etanol koncentracid 10 % ald csokkentése céljabol. A jeldlt peptid radiokémiai tisztasdgat

HPLC segitségével ellendriztiik.

2.6.3 [%®Ga]Ga-NODAGA-RGD

A jeloléshez NODAGA-[c(RGD)2] peptid-kelator konjugatumot hasznaltunk, melyet az
ABX GmbH-t61 (Radeberg, Németorszag) szereztiink be. A ®Ga-ot a ®Ge/*®Ga-generator
0,1M-0s HCl-oldattal torténd frakcionalt elucidjaval nyertiik. A legtobb radioaktiv anyagot
tartalmazo frakciot NaOAc oldattal puffereltiik (160 pl, 1M ultra tiszta viz), majd hozzaadtunk
5 uL 3 mM NODAGA-[c(RGD).] oldatot. Az igy létrejott elegyet 5 percig 95 °C-on (pH =4,0)
inkubaltuk. A reakcioelegybdl a radioaktivan jeldlt szarmazékot Oasis HLB 30mg
toltettérfogatu extrakcios oszlop felszinén kotottiik meg, utana 1ml vizzel mostuk. Az oszlop
felszinén megkotédott [8Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)2]-t 200 uL EtOH / 0,9 % NaCl vizes
oldatanak 1:1 aranyu keverékével elualtuk, majd sterilre sziirtiik, és felhasznalas el6tt tovabb
higitottuk izotonias sdoldattal az etanol koncentracio 10 % ala csokkentése céljabol. A jelolt

peptid radiokémiai tisztasagat HPLC segitségével ellendriztiik.

2.6.4 [%®Ga]lGa-NODAGA-HPBCD

A prekurzorként hasznalt NODAGA-HPBCD vegyiiletet a Cyclolab Kft. (Budapest,
Magyarorszag) altal gyartott 6-Deoxy-6-monoamino-(2-hydroxypropyl)-p-cyclodextrin (NH.-
HPBCD) és p-NCS benzyl-NODA-GA (NODAGA) konjugacidjaval intézetiinkben allitottak
els. A NODAGA-HPBCD ®8Ga-al térténd jelzéséhez 5 ml 0,1 M ultra tiszta HCI oldattal
elualtuk a Ge/%®Ga generatort, majd 1,2 ml-t a legtdbb aktiv anyagot tartalmazé frakciobol
natrium-acetat oldattal puffereltiik (1M, pH=4, 170 nl), és a keverék pH-jat NaOH (2%, 59 ul)
segitségével ~4,2-re allitottuk be. Ezt kovette a 20 ul prekurzor térzsoldat (1 mM) hozzéadasa
a pufferelt keverékhez, majd a reakcidelegyet 95 °C-on tartottuk. 15 perc elteltével az oldatot
Light C18 Sep-Pak oszlopra juttattuk, majd az oszlopot 2 ml vizzel mostuk a puffer
eltavolitasanak céljabol. A keletkezett [*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD-t 0,5 ml 96 % -os EtOH
€s izotonias sooldat 1:2 aranyt elegyének felhaszndlasaval eludltuk az oszloprol. A bioldgia
felhaszndlashoz az igy eludlt végtermék oldatat izotonids sooldattal higitottuk, annak
érdekében, hogy az etanol tartalom 10 % ald keriiljon, majd sterilre szlirtiik. A termék

radiokémiai tisztasagat HPLC segitségével ellendriztiik.
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2.6.5 [®Ga]lGa-NODAGA-RAMEB

A prekurzorként hasznalt NODAGA-RAMEB vegyiiletet a Cyclolab Kft. (Budapest,
Magyarorszag) altal gyartott  6-Monodeoxy-6-monoamino-randomly-methylated-beta-
cyclodextrin hydrochloride (NH2-RAMEB) ¢és p-NCS benzyl-NODA-GA (NODAGA)
generator 0,1 M-0s HCl-oldattal torténé frakcionalt elucidjaval nyertiik, majd a frakciok koziil
kivalasztottuk a legmagasabb aktivitasut és ebbdl 1 ml-t puffereltiink natrium-acetat oldattal (1
M, 160 ul) pH 4,3-4,5 kozotti értékre. Ezt kovetden hozzaadtuk a pufferelt frakcidhoz a
NODAGA-RAMEB vizes oldatat (10 pl, ImM), és a reakcioelegyet 10 percig inkubaltuk 95
°C-on. A reakcioido elteltével a terméket Light C18 Sep-Pak oszlopon kotottiik meg, majd az
oszlop felszinét 2 ml vizzel mostuk a puffer-oldat eltavolitdsanak céljabol. A tiszta végterméket,
a [%®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et 0,5 ml 96%-os EtOH és izotonias soéoldat 1:2 aranyu
elegyének felhasznalasaval eludltuk az oszloprdl. A bioldgia felhasznalashoz az igy elualt
végtermék oldatat izotonias sdoldattal higitottuk, annak érdekében, hogy az etanol tartalom 10
% ala keriiljon, majd sterilre sziirtiik. A termék radiokémiai tisztasagat HPLC segitségével

ellendriztik.

2.7 Invivo vizsgalatok menete

Az in vivo biodisztribucids vizsgalatokat 10+2 nappal a tumorsejtek szubkutan injektalasa
utan 9548 mm3 -es tumortérfogaton, illetve az SRCA beiiltetést kovetden 8+2 nappal végeztiik.
A daganatot hordozé allatokat izoflurannal (Aerrane) elaltattuk kisallat-inhalacios
altatokésziilékkel. Az elaltatott allatoknak az oldals6 farokvénan keresztiil hozzavetdlegesen 8-
10 MBq aktivitasu a leképezés kivitelezéséhez sziikséges farmakont (2-[*®F]FDG-t, [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB-¢t vagy [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD-t, [®Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]-t
vagy [*Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t) fecskendeztiink be 100 - 150 ul fiziologias sooldatban. A
kovetden a 8. naptol kisértiik figyelemmel a kisérleti allatok primer tumoranak névekedését 2-
[*®FIFDG haszndlatival. 50 perc inkubaciés id6 elteltével, - amit az éllat ébren a sajat
ketrecében, nyugalomban tltétt - a 2-[*®F]FDG farmakon injektalasat kovetden, a MiniPET-I
kamera hasznalataval statikus gytijtést (gytijtési idd: 20 perc) végeztiink az mellkasi régiorol,
illetve a tumorosan érintett vesetajékrol.
Amikor a primer tumor, és a paratimikalis nyirokcsomé az 2-[*®F]FDG hasznalataval késziilt
PET képeken vizualisan jol detektalhatova valt, a [$3Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)], a [®*Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) és a [%®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB illetve [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD



alkalmazasaval végzett PET vizsgalatokra akkor keriilt sor. A %8Ga-al jelzett farmakonok
esetében az injektalastol 90 perc inkubalasi ido6 telt el, majd kovetkezett a 20-20 perces statikus
gyljtés az allatok nyaki-mellkasi illetve vese kornyéki régidjarol.

A szubkutan ndvekvd tumorok esetében a PET vizsgalatok soran 2-[**F]FDG, [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB illetve [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD farmakonokat hasznaltunk.

2.8 MInIPET-II késziilék és az adatok feldolgozasa

Munkank soran mind az egerek, mind a patkanyok vizsgalatat kisallat PET (MiniPET-I1)
késziilék segitségével végeztik. A MiniPET-11 kamera egy a 12 detektort teljes 211 mm
atméroji gylriiben tartalmazo intézeti fejlesztésti eszkoz. A kamera axialis latomezoje 48 mm,
a transzaxialis latomezje pedig 100 mm hosszisagu. A MiniPET-II kamera vizsgalodgya négy
iranyba folytonos mozgést lehetdvé tevd motorral van felszerelve ezaltal biztositva a pontos és
preciz pozicionalast.

A detektorok LYSO (cériummal kevert lutécium-ittrium-ortoszilikat) szcintillacios
kristalyokat és pozicidérzékeny Hamamatsu H9500 fotoelektronsokszorozokat tartalmaznak. A
kristalymatrixok 35 x 35 kristalybol késziiltek, amelyek mérete 1,27 x 1,27 x 12 mm® . Az egyes
kristalyok megfelelé fényvisszaverd tulajdonsaghi ragasztdéanyaggal vannak egymashoz
rogzitve. A detektorokbol érkezo jelek digitalizalasat négycsatornas adatgylijto kartyak végzik.
Az egyedi eseményeket az adatgylijté szerver optikai kapcsolaton (Cisco Catalyst switch)
keresztiil gytijti. Az elsddleges adatokat a rendszer az tigynevezettlistamddban tarolja, annak
érdekében, hogy késobb tobb fejlett képrekonstrukcios eljaras is alkalmazhato legyen. A
kutatok szamara 2D/3D FBP, ML-EM, OSEM, ART és MAP rekonstrukcioés moédszerek allnak
rendelkezésre. A rekonstrukcido eredményeként Bq / ml és SUV skalazott képek allnak
rendelkezésre DICOM, MINC és NifTI-1 formatumban. E formatumok kozil az elsé az
alapvetd képfeldolgozashoz hasznéalhatd, mig a tobbi lehetdvé teszi a vilagszerte hasznalt
szoftverek (Matlab, SPM, FSL stb.) és a sajat fejlesztésii szoftverek (BrainCAD, BrainREG,
BrainTrace, BrainLOC) alkalmazasat. A MiniPET-képek utolagos feldolgozasanak mindenféle
modszere elérhetd, beleértve az egyszerti CT/PET vagy MRI/PET fuziora épiilé ROI-elemzést
¢és az agyatlasz alapu regionalis tracer-kinetikai kiértékelést.

Az altalunk elvégzett vizsgalatok soran a rekonstrudlt képek kiértékeléséhez a BrainCAD
képelemz6 programot hasznaltuk. Az elkésziilt képek kiértékelése soran a radiofarmakon
tobblethalmozasokat a standardizalt felvételi érték (SUV=Standardized Uptake Value) ezen
beliil a SUVmax, a SUVatlag (SUVmean) illetve a T/M érték segitségével hasonlitottuk dssze.



A SUV értéke jellemzi, hogy a szdmunkra informativ teriileten, VOI-n (Volume Of Interest)
beliil a radiofarmakon koncentracioja hogyan aranylik a beadott dozis és az allat testtomegének
hanyadoséahoz.

VOI—n beliili koncentracié [%]

V — mL
sU beadott aktivitas [MBq]/testsily [g]

A VOI berajzolasa, a BrainCAD képelemzd program segitségével vizudlis értékelés alapjan

tortént. A VOI-n beliili egyedi térfogatelemek a voxelek.

A SUV atlag (SUVmean) érték az adott VOI-n beliili voxelek SUV értékeinek atlaga.

Az T/M (tumor/muscle) érték megadja, hogy mekkora a SUV értékek kozotti differencia a
tumor- és az izom-szovetekben igy az ezekben a szdvetekben halmozodott radiofarmakon
mennyisége kozotti eltérésrol kapunk informaciot.

__ tumor szévet SUVmean

TIM =

Izomzati SUVmean

2.9 Ex vivo vizsgalatok

Az ex vivo vizsgalatok a ®8Ga-jelzett ciklodextrin valtozatok tumorban torténd
halmozodasanak Osszehasonlitasa céljabol késziiltek. A daganatot hordozo6 allatoknak 8-10
MBq [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et vagy [%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD-t 100-150ul
fiziologias sooldatban tartalmaz6 injekciot adtunk az oldalso farki vénan keresztiil. Kilencven
perccel a radiofarmakonok intravénds injektdlasa utan az allatokat 5%-os izofluran
alkalmazasdval talaltattuk. A tumorokat eltavolitottuk, tomegiiket analitikai mérleg
segitségével meghataroztuk, majd a mintdk radioaktivitdsat kalibralt gammaszamlaloval
(Perkin-Elmer Packard Cobra, Waltham, MA, USA) megmértik. A bomlaskorrigalt

aktivitasértékek felhasznaldsaval a radiotracer felvételét %ID / g szovet értékében fejeztiik ki.

2.10 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A kisérleti allatokat az in vivo vizsgalatok végeztével 5%-os izofluran alkalmazasaval
tulaltattuk, majd a tumorokat eltavolitottuk és a tumormintakat 10%-0s formadehid oldatban
fixaltuk. Ezt kovetdéen a kisérleti tumorokat parafinba agyaztuk, majd 4um vastagsagu
metszetek késziiltek beldlik. Az elkésziilt metszeteket a rutinban szokdsos modon
parafinmentesitettiik, rehidrataltuk és anitgén visszanyerést (pH 6,0) kovetden hasznaltuk. A

mintdkat 1:1000 higitasban alkalmazott nyal monoklonalis anti-prosztaglandinE receptor
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(EP2/PTGER2) (Abcam, USA; kat. sz.: ab167171) antitesttel jel6ltiik meg. HRP-jelolt antinyul
polimer antitestet (Mach2, BioCare Medical, USA) ¢és Envision DAB detektalo készletet
(DAKO-Agilent Technologies, USA) hasznaltunk a specifikus antitestkotés vizualizalasdhoz,
majd ezt kovetden végeztiink hematoxilin ellenfestést. A melanint termelé melanoma (B16F10)
esetében VIP-peroxidazt (HRP) (ImmPACT® VIP Substrate, Peroxidase (HRP); Vector
Laboratories, Newark, USA) alkalmaztunk az els6dleges antitest lathatova tételére. A
képalkotashoz egy DFC495 digitalis kameraval felszerelt kutatasi mikroszkopot hasznéltunk
LAS képalkoto szoftverrel (Leica Microsystems, BioMarker Kft., G6doll6) kiegészitve.

2.11 Western blot analizis

A Western blot analizish elvégzéséhez az SRCA miitéten atesett patkdnyok egészséges
ves€jébol és nyirokcsomd szdvetébodl, valamint a primer tumorokbdl és a nyirokcsomo
metasztazisokbol vettiink mintdkat, és ezeket fagyasztva taroltuk a Western Blot vizsgalat
megkezdéséig. A vizsgalathoz a daganatos mintdkat golyés homogenizator segitségével 1 ml
PBS-ben homogenizaltuk, majd a feliiluszot kinyertiik és ezzel dolgoztunk tovabb. A mintdk
lizalasahoz RIPA puffert hasznaltunk (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% TritonX
100, 0,5% natrium-deoxikolat, ] mM EDTA, 1 mM NazVOs, | mM PSMF, 1 mM NaF, protedz
inhibitor koktél). Az egyes mintak fehérjetartalmanak meghatarozasdhoz Pierce BCA reagenst
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 23225) alkalmaztunk. A mintdkbol 10ug
fehérje lizdtum molekulatomeg szerinti elvalasztdsa, molekulasuly marker mellett, 10 %-0s
SDS poliakrilamid gélen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 26619) tortént, majd
ezt kovette a fehérjesavok nitrozellul6z membranokra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, 1620097)
valo blottolasa. A membranon 1év szabad kotéhelyek blokkolasa érdekében a membrant 5 %
BSA-t tartalmaz6 TBS-Tween puffer oldatban aztattuk szobahémérsékleten 1 6ra idotartamon
keresztiil, majd a jelolést egy €jszakan at 4 °C-on a vizsgalt fehérje ellen termeltetett elsddleges
anitesttel végeztiik (Santa Cruz sc-136484, higitas: 1:1000). A membranokat 1 6ran keresztiil
szobahdmérsékleten mostuk TBS-Tween oldattal, majd jeloltiik peroxidazzal konjugalt anti-
egér masodlagos antitesttel (1:2000, Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, USA,
7074). Végezetiil a membranokat még kétszer mostuk 10-10 percig TBS-Tween pufferben és
egyszer 10 percig TBS-ben. Az antitestekkel jel6lt savok detektalasa kemilumineszcens
reakcioval (SuperSignal West Pico Solutions, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL,
USA, 35060) és ChemiDoc Touch Imaging géldokumentécios rendszerrel (BioRad, Hercules,
CA, USA) tortént. A savok intenzitasat Image Lab 5.2.1 (BioRad, Hercules, CA, USA)

szoftverrel hataroztuk meg.
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2.12 Statisztikai elemzés

A grafikonokon feltiintetett adatok legaldbb harom fliggetlen méréssorozat eredményei,
atlag + SD. A szignifikanciaszint meghatarozasdhoz a Student-féle kétmintas t-probat, a
kétiranytt ANOVA-t és a Mann-Whitney rangdsszegtesztet hasznaltuk. A szignifikancia Szintet
p<0,05-ben hatdroztuk meg, ¢és minden statisztikai elemzéshez a kereskedelmi

szoftvercsomagot (MedCalc 18.5, MedCalc Software, Mariakerke, Belgium) hasznaltuk.

3 Eredmények

3.1 Patkanyok vesetokja ala iiltetett metasztatizalé tumorok és
metasztazisaik vizsgalata

3.1.1 A primer Ne/De tumor és az attétek vizsgalata PET radiofarmakonokkal

A vizsgalat kezdeti 1épésében az altalunk fenntartott Ne/De sejttenyészetbdl 1x108 sejtet
helyeztiink Gelaspon korongon 16 hetes néstény F344 patkanyok bal veséjének vesetokja ala,
majd in vivo PET-képalkotassal kovettiik a Ne/De sejtek tumorformald képességét és a
paratimikalis nyirokcsomé metasztatizacidjat. Az elsédleges tumor novekedését 2-[1®F]FDG
radiotracerrel értékeltiik. Emellett [®®Ga]Ga-NODAGA-RGD jelslt peptiddel az avBs integrin,
mig az [®®Ga]Ga-NOTA-cNGR radioligand hasznalatdval az APN/CDI13 expressziojat
vizsgaltuk mind a primer tumorokban mind az attétekben. Az elkésziilt bomléaskorrigalt PET-
felvételek kvalitativ elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy a vesetok alatt fejlodé primer Ne/De
tumorok mindharom vegyiilettel jol értékelhetdek voltak, bar a [3Ga]Ga-NODAGA-RGD
alkalmazéasakor valamivel alacsonyabb tracerfelvételt észleltink. A mellkasban 1évo
paratimikalis nyirokcsomé-metasztazisok mig 2-[*®F]FDG-vel és [*®Ga]Ga-NOTA-cNGR-rel
megfeleléen azonosithatoak voltak, addig [3Ga]Ga-NODAGA-RGD-vel sajnos ezek az attétek
nehezebben voltak felismerhetéek. A kvalitativ megfigyeléseket a PET-felvételek kvantitativ
SUV-adatelemzése is megerésitette. 8 £2 nappal a Ne/De sejtek betiltetését kovetden a vesetok
alatt novekvo primer tumorok 2-[*8F]FDG felvétele volt a legmagasabb (SUVmean: 7,25+2,62;
SUVmax: 14,8243,21), ezt kdvette az APN/CD13 expressziot jelzo [GBGa]Ga-NOTA-cNGR
akkumulacidja (SUVmean: 4,12+0,56; SUVmax: 10,72+1,85), majd az o3 integrin specifikus
[*8Ga]Ga-NODAGA-RGD felhalmozodasa (SUVmean: 2,05+0,45; SUVmax: 5,77+1,08). A
metasztatikus  sejteket tartalmazé mellkasi paratimikalis nyirokcsomok radiotracer-

akkumul4ciojat elemezve hasonlo, bar mérsékeltebb felvételi értékeket talaltunk. A 2-[*8F]FDG
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felvétel (SUVmean: 4,53+1,58; SUVmax: 13,58+2,89) szignifikansan magasabb volt (p<0,01
mellett), mint a %Ga-jelzett radiotracerek akkumulacioja. A [*®Ga]Ga-NOTA-cNGR
(SUVmean: 0,72+0,12; SUVmax: 1,92+0,58) mennyisége a paratimikalis nyirokcsomokban
szignifikinsan (p<0,01 mellett) nagyobbnak adédott, mint a [®®Ga]Ga-NODAGA-RGD
(SUVmean: 0,11+0,08; SUVmax: 0,46+0,15) aktivitdsa. A PET képek értékelhetdségét erdsen
befolyasolja, hogy milyen szintii kiilonbség van a farmakon-halmozodasban a tumor és
kornyezete kozott, ez az uUgynevezett tumor-hattér arany (T/M arany), amelynek
figyelembevétele kiilonosen fontos egy diagnosztikai radiofarmakon megitélése
szempontjabol. A T/M arany szdmitdsa soran azt talaltuk, hogy a primer Ne/De malignitdsok
szignifikinsan (p<0,05) magasabb [*®Ga]Ga-NOTA-cNGR és [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD
nyomjelzé akkumulaciét mutattak a hattérhez képest, mint a 2-['*®F]JFDG alkalmazasakor (2E
abra). Ugyanakkor az attétes nyirokcsomo-metasztazisok esetében a 2-[*F]FDG és [®Ga]Ga-

NOTA-cNGR hasznalata nagyobb kontraszti PET képet eredményezett.

3.1.2 A szekunder Ne/De tumorok és attéteik vizsgalata radiotracerekkel

A masodik kisérletsorozatban a korabban a patkanyok vesetokja ala iiltetett Ne/De sejtekbdl
kifejloédott rosszindulati daganatok altal képzett mellkasi paratimikalis nyirokcsomoattétek egy
darabjat tltettiik be jabb F344 patkanyok vesetokja ala. In vivo PET képalkotas segitségével
értékeltiik az SRCA miitét soran transzplantalt metasztazisok tumorformalo és attétképzo
képességét, valamint a kifejlodott ,,masodlagos™ daganatok és attéteik avPs integrin és
APN/CD13 expressziojat 842 nappal a miitétet kovetéen. Ebben a vizsgalati szakaszban az
elkészitett bomléaskorrigalt PET képek kiértékelése soran is azt figyeltiik meg, hogy a vesetok
alatt n6vekvo Ne/De-tumorok mindegyik radiotracer hasznalatakor jol elkiiloniiltek a kornyez6
szovetektdl. Bar a [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD lathatéan kisebb mennyiségben akkumulalédott
a tumorokban ennek ellenére a beiiltetett metasztazisbol kifejlédott primer daganatok
mindhdrom alkalmazott farmakon segitségével egyértelmiien azonosithatéak voltak. A
kisérleteknek ebben a részében a mellkasi paratimikalis nyirokcsomoé-metasztazisok is
egyértelmiien azonosithatok voltak 2-[1®F]FDG és [®Ga]Ga-NOTA-cNGR segitségével, mig a
[®®Ga]Ga-NODAGA-RGD nem mutatott egyértelmii képet. A vizudlis értékelések
kovetkeztetéseit a 8+2 nappal az attétes nyirokcsomo atiiltetése utan késziilt PET felvételek
kvantitativ SUV-adatelemzése is igazolta. A vesetok alatt novekvd tumorok 2-[**F]JFDG
felvétele volt a legmagasabb érték (SUVmean érték: 8,56+2,58; SUVmax: 16,25+3,41). Ezt
kovette az APN/CD13 specifikus [®Ga]Ga-NOTA-cNGR (SUVmean: 5,23+0,89; SUVmax:

11,41£2,21), s végill a legalacsonyabb felhalmozodast az avPs-integrint célzo [®Ga]Ga-

13



NODAGA-RGD mutatta (SUVmean: 2,854+0,52; SUVmax: 6,49+1,12). Ennél alacsonyabb
SUV-értékeket talaltunk a mellkasi paratimikalis nyirokcsomod-metasztazisok esetében, ahol
szintén a 2-[*F]JFDG felhalmozodas volt a legmagasabb (5,36+1,69 és 14,75+3,08 volt a
SUVmean, illetve az SUVmax érték). A [*8Ga]Ga-NOTA-cNGR hasznalatakor a felvétel
(SUVmean: 0,99+0,15; SUVmax: 2,09+0,49) szignifikansan magasabb volt (p<0,01), mint a
[*8Ga]Ga-NODAGA-RGD esetében (SUVmean: 0,23+0,14; SUVmax: 0,63+0,15). Az el6z8
kisérletsorozattal 6sszhangban a transzplantalt metasztazisokbol vesetok alatt kialakuld Ne/De
tumorok esetében is a [?8Ga]Ga-NOTA-cNGR és a [*8Ga]Ga-NODAGA-RGD alkalmazasaval
magasabb tumor-hattér aranyt mutattunk ki a 2-[*®F]JFDG-hez képest (3E 4bra). A mellkasi
metasztatikus nyirokcsomok az elkésziilt PET felvételeken ebben az esetben is az 2-[*®F]FDG

és a [°8Ga]Ga-NOTA-cNGR segitségével voltak jobban lathatoak.

3.1.3 A tercier Ne/De tumorok és attéteik vizsgalata radiotracerekkel

Vizsgalatunk harmadik részében a kutatas masodik sorozatabdl szarmazo metasztatikus, Ne/De
rakos sejteket tartalmazo mellkasi paratimikalis nyirokcsomod-darabokat iiltettiink be a
patkanyok vesetokja ala, és a kialakulo daganat fejlédését in vivo PET-képalkotassal kovettiik
nyomon. Ezen tulmenden a tumorok attétképzését, valamint avB3 integrin és APN/CDI13
nap elteltével végeztiik. Ebben a kisérletsorozatban is a korabbiakhoz hasonlé eredményeket
figyeltiink meg, vagyis a vesetok alatt novekvo Ne/De tumort egyértelmiien tudtuk azonositani
mindharom alkalmazott radiotracerrel. A vesetok alatt fejlodé tumorok, az el6z0 két vizsgalattal
megegyezé modon, a legalacsonyabb halmozast a [*Ga]Ga-NODAGA-RGD esetében
mutattak. A vizsgalatnak ebben a részében a mellkasi paratimikalis nyirokcsomo-
metasztazisokat mar minden alkalmazott radiofarmakon segitségével sikeriilt egyértelmiien
azonosithatova tenni. A vesetumor 2-[*F]FDG akkumul4cioja volt a legmagasabb (SUVmean
érték: 9,63+2,66; SUVmax: 17,56+3,52), majd az APN/CD13 specifikus [®Ga]Ga-NOTA-
cNGR felvétele (SUVmean érték: 6,35+1,09; SUVmax: 12,45+2,36), majd az ovPz integrin
specifikus  [%Ga]Ga-NODAGA-RGD felhalmozodas (SUVmean: 3,35+0,63; SUVmax:
7,09+1,35). A kisérletnek ebben a részében is alacsonyabb SUV-értékeket mértiink a mellkasi
paratimikalis nyirokcsomd-metasztazisoknal. A 2-[®®F]JFDG felvétel bizonyult a
legmagasabbnak 6,33£1,70 és 15,23+3,21 SUVmean és SUVmax értékkel. A [%Ga]Ga-
NOTA-cNGR (SUVmean: 1,56+0,20; SUVmax: 2,78+0,51) és a [®®Ga]Ga-NODAGA-RGD
(SUVmean: 0,56+0,12; SUVmax: 0,88+0,14) felhalmozdodasat osszehasonlitva az elébbi

magasabb felvételt mutatott. Az attétbol fejlodé Ne/De tumorok esetében a tumor-hattér arany
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szignifikansan (p<0,05) magasabb értékeket mutatott a [*8Ga]Ga-NOTA-cNGR és a [*8Ga]Ga-
NODAGA-RGD esetében, mint a 2-[1F]FDG esetében. Ugyanakkor a mellkasi metasztatikus
nyirokcsomok jobban elkiiloniiltek a hattértél a 2-[*®F]FDG és a[®®Ga]Ga-NOTA-cNGR

hasznalataval.

3.1.4 Boncolasok eredményei

A tumoros sejtek, illetve a metasztatikus nyirokcsomodarabok beiiltetését kovetd 14+1 nappal
az allatokat exterminaltuk. A talaltatast kovetd boncolasok soran minden esetben a bal oldali
vesén jol lathatd, nagyméretli primer tumor alakult ki, és mind a bal, mind a jobb oldali
paratimikalis nyirokcsomé érintettség is egyértelmiien megallapithatd volt. A veseszdvetet
infiltralo primer tumorok atlagos mérete 15-17 mm volt, mig az eltavolitott nyirokcsomok 4-
6mm nagysaguak voltak. Az eltavolitott primer tumorokbol és a kimetszett nyirokcsomokbol
késziiltek western blot vizsgalatok, illetve a nyirokcsom6 darabokat SRCA miitét soran ujabb

patkanyok vesetokja ald transzplantaltuk.

3.1.5 A paratimikalis nyirokcsomék kvantitativ PET és Western blot elemzése.

Tekintettel arra, hogy munkacsoportunk kifejezetten az APN/CD13 neo-angiogén molekula
expressziojanak a valtozasara volt kivancsi az attétes nyirokcsomodkban, igy a fehérje szintli
elemzés soran - elsé korben - csak erre a teriiletre koncentraltunk. Az in vivo PET vizsgalatok
eredményeiben megfigyelhetd volt, hogy a sorozatos atiiltetések folyaman a mellkasi attétek
[8Ga]Ga-NOTA-cNGR halmozasa folyamatos emelkedést mutatott. Ezzel 6sszhangban all a
metsztatikus nyirokcsomokon elvégzett Western blot elemzések eredménye. A paratimikalis
nyirokcsomokban az APN/CD13 fehérje mennyisége is folyamatosan emelkedd tendenciat

mutatott az egymast koveto atiiltetések soran.

3.2 Ciklodextrin szirmazékok PGE szelektivitisanak vizsgalata

A tumorok angiogenezise in vivo képalkotassal kozvetett modon is kovethetd. Erre a célra
alkalmas lehet a 2-[*®F]FDG, amely a megndvekedett gliikoz anyageserén keresztiil jelezheti
az ,angiogenezist”, illetve a PGE2 specifikus %Ga-jelzett ciklodextrin szarmazékok. A
kovetkezé vizsgalatunk soran a [*8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [%Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB radiofarmakon PET-képalkotd tulajdonsagait hasonlitottuk &ssze kiilonb6zo

allatmodelleken.

3.2.1 Invivo PET képalkotas SRCA tumormodell felhasznalasaval
A %8Ga-jelzett ciklodextrin szarmazékok primer tumor- és metasztazis-célzé tulajdonsagainak

értékeléséhez vesetok ala transzplantalt Ne/De tumorral és paratimikalis nyirokcsomo attéttel
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rendelkezd patkdnyokat hasznaltunk 8+2 nappal a Ne/De tumorsejtek betiltetését kvetden. A
bal vese vesetokja alatt novekvo primer Ne/De tumor és a mellkasi paratimikalis nyirokcsomo
(PTLN) metasztazisok jelenlétét 2-['®FJFDG PET képalkotassal igazoltuk. A kvalitativ
képelemzést kdvetden megallapitottuk, hogy a vesetok alatt novekvd primer tumorok jol
azonosithatok mind a [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD, mind a [®*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
alkalmazasaval, azonban az attétet hordoz6 paratimikalis nyirokcsomé-metasztazisok csak a
[*8Ga]Ga-NODAGA-konjugalt HPBCD ciklodextrin szarmazékkal voltak kimutathatok. Ezeket
a vizualis megfigyeléseket a SUV-adatok kvantitativ értékelése is megerdsitette. Az 2-
[*®F]FDG akkumul4cidja mind a tumorban mind a metasztatikus nyirokcsoméban kéoriilbeliil
kétszer nagyobb értéket mutatott, mint a *8Ga-jelzett molekulak esetében, és ez a kiilonbség
p<0,01 mellett szignifikans volt. Mindazonaltal a tumor-hattér aranyt illetéen - amely
befolyasolja a PET-képek értékelhetdségét - nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p<0,05) a
2-[8F]FDG ¢és %8Ga-jelzett ciklodextrin szarmazékok kozott. Osszehasonlitva a két
radioaktivan jelolt ciklodextrin szarmazék felhalmozodasat a primer Ne/De tumorokban, a
[*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD esetében magasabb SUV  értékeket talaltunk (SUVmean:
3,52+0,23; SUVmax: 4,80+0,21), mint a [®*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB esetében, ahol az
SUVmean 2,51£0,19, illetve 3,2120,35 volt. Ez az alacsonyabb [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
akkumulacié a metasztatikus paratimikalis nyirokcsomokban is megfigyelhet6 volt, ahol a
[8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD esetében koriilbeliil 2-szer magasabb SUV értékeket talaltak. A
primer tumorral ellentétben a paratimikalis nyirokcsomok esetében a 2-[*®F]FDG-T/M aranyok
szignifikansan (p<0,01) magasabbak voltak a %Ga-jelzett radiofarmakonokhoz képest. A
primer és a szekunder tumorok jelolt ciklodextrin-szarmazék radioaktiv felvételének
Osszehasonlitdsa sordan, a metasztazisokban szignifikdnsan (p<0,01) alacsonyabb
felhalmozodast figyeltiink meg. Ezekkel az eredményekkel Osszhangban, az elvégzett
immunhisztokémiai vizsgalat soran a festés eredménye is alacsonyabb PGE2-receptor-

expressziot mutatott a paratimikalis nyirokcsomoban.

3.2.2 Invivo PET képalkotas szubkutan tumormodellek felhasznalasaval

Az SRCA tumor modellek vizsgalata mellett szubkutan ndvekvd tumorokon is vizsgaltuk a
[8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [*3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB tumor célzé tulajdonsagait és
PGE2-szelektivitasat in vivo PET képalkotassal. A kisérletek soran az 4llatok bore ala 5x10°
sejtet tartalmazé szuszpenzidt injektaltunk, majd 10£2 nappal a tumorsejtek beoltdsa utan a
kialakult szubkutan novekvé kisérleti tumorokra fokuszalva végeztiink képalkotast. Az igy

nyert PET képek mindségi elemzése azt mutatta, hogy a vizsgélt szubkutan transzplantalt
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tumorok mindegyike egyértelmiien azonosithatd volt mind [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD-vel
mind a [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-vel. A farmakonok halmozodasanak mértékében
azonban jelentés kiilonbségek mutatkoztak az egyes tumortipusok esetében. Azt is
megfigyeltiik, hogy néhany daganat esetében igen nagy eltérés volt észlelhetd a két *8Ga-jelzett
radiofarmakon felhalmozodasa k6zott ugyanabban a tumorban (HT1080, A20, B16-F10). A
[8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB tumor célzé képességét a 2-
[*®F]FDG radiogyogyszerrel vetettiik ossze. A 2-[1®F]FDG képek elemzésekor azt talaltuk,
hogy a HT1080, a PancTu-1 és a BxPC3 tumorok feltlinéen alacsony radiogyogyszer-
felhalmozodast mutattak, 2-[*F]FDG avid régiok nélkiil. Ezeket a vizualis megfigyeléseket a
bomlaskorrigalt PET képek kvantitativ SUV-adatelemzése is.

3.2.3 Kisérleti daganatok radioaktiv felvételének ex vivo vizsgalata

A [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB tumor célzé képességének
értekeléséhez ex vivo biodisztribucids vizsgalatokat végeztiink 90 perccel a radiogyogyszer
intravénas injektalasat kovetden. A [®Ga]Ga-NODAGA-konjugalt ciklodextrin-molekulak ex
vivo %ID/g adatai jol korrelalnak az in vivo képalkotas soran kapott SUV-értékekkel. Az in
vivo PET vizsgalati eredményekhez hasonléan a PGE2 pozitiv BxPC3, A20, Ne/De és He/De
tumorok mutattdk a legnagyobb felhalmozodast mindkét *8Ga-jelzett ciklodextrin-szarmazék
hasznalataval. A Ne/De tumorok esetében szignifikans kiilonbség (p<0,01) volt megfigyelhetd

a szubkutan ¢és az SRCA transzplantalt tumorok radiofarmakonfelvétele kozott.

3.24 Immunbhisztokémiai vizsgalatok

A szubkutan novekvd kisérleti tumorok prosztaglandin E receptor (EP2) expressziojat
immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk. Az in vivo és ex vivo radiotracerfelvételi
eredményekkel Osszhangban az A20, BxPC3, B16-F10, Ne/De és He/De tumorsejtek
membranjaban erds EP2 receptor pozitivitast figyeltiink meg, mig az alacsony prosztaglandin
E2 receptor expresszioval rendelkezd HT1080 és PancTu-1 tumorokban alacsonyabb

jelintenzitas volt detektalhato.
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4 Uj eredmények és kovetkeztetések

1. Az SRCA mitéti technikaval létrehozott szingénikus metasztazis allatmodellben leirtuk,
hogy mind a primer tumorok (vesetok alatti), mind pedig a metasztazisok biologiai viselkedése
leirhatd és kovethetdé non-invaziv képalkoté technikakkal target-specifikus PET
radiofarmakonok alkalmazéasaval.

2. Létrehoztunk egy olyan 10j, in vivo experimentalis onkologiai allatmodell-rendszert,

crer

metasztazisok tumor formalo képessége.

3. Preklinikai PET vizsgdlatainkban a Ne/De kémiailag indukalt mezoblasztos nefroma
tumorokban a neo-angiogenezissel Osszefiiggd ovPs integrin és APN/CDI13 expresszidja
azonosithato volt [#3Ga]Ga-NODAGA-RGD és [8Ga]Ga-NOTA-cNGR radiotracerekkel.

4. Az egymast kovetd attétes nyirokcsomoé transzplantaciok kovetkeztében a vesetok alatt
novekvé tumorok és a mellkasi paratimikalis metasztazisok 2-[**F]FDG, [®Ga]Ga-NODAGA-
RGD ¢és [%®Ga]Ga-NOTA-cNGR felhalmozddasanak folyamatos novekedése  volt

megfigyelhetd, amelyet a Western blot elemzések is igazoltunk.

5. PET képalkotassal alatamasztottuk, hogy a Ne/De tumorok ¢és attéteik esetében a sorozatos
nyirokcsomo transzplantaciok eredményeként megfigyelt gliikozanyagesere fokozodas,
valamint a neo-angiogenezissel 6sszefiiggd avfs integrin és APN/CD13 molekulak emelkedett

expresszioja a metasztazisok fokozddo malignitdsara utal ebben a kisérleti rendszerben.

6. In vivo preklinikai PET képalkotassal igazoltuk a ®8Ga-jelzett HPBCD és RAMEB
ciklodextrin szarmazékok alkalmazhatosagat a PGE2-receptor pozitiv szubkutan ndvekedd

daganatok diagnosztikajaban.

7. Megallapitottuk, hogy a [3Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
alkalmazaséaval a PGE2 pozitiv ortotopikusan €s heterotopikusan transzplantalt primer tumorok

és a kialakul6d metasztazisok egyarant azonosithatoak.
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