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Bevezetés

A pozitron emisszios tomografia (PET) egy specialis, a nuklearis medicinaban alkalmazott
nem invaziv képalkotd eljards, amely alkalmas kiilonb6z0 betegségek sejt-, szubcellularis-
vagy akar molekuldris szintli vizsgalatara is. Alkalmazasaval kiilonbozo élettani ¢€s
patofizioldgiai folyamatok in vivo tanulmanyozasa lehetséges. Az eljaras nem megvalodsithatéd
radiojelzett molekulak nélkiil. Napjainkban a ['*F]FDG-vel végzett vizsgalatok jelentik a
klinikai PET képalkotds f&sodrat, azonban hasznalatban vannak tovabbi '|F-ral (pl.
["®FIPSMA-1007) és %Ga-mal (pl. [®®Ga]Ga-PSMA-11) jelzett molekuldk is. A PET
leginkabb az onkologidban alkalmazott képalkotd eljards, éppen ezért a preklinikai
vizsgalatokban gyakran az érdeklddés kozéppontjaba keriilnek az angiogenezis molekularis
szinti tanulméanyozasara alkalmas radiofarmakonok, mint példaul a ®*Ga-mal jeldlt RGD és
NGR peptidek.

Szamos komoly betegség hatterében az angiogenezis diszregulacioja all. A
véredényképzddéshez kapcesolhatd allapotokban ) erek keletkeznek, amelyek az adott szerv
funkciojat kozvetlen vagy kdzvetett moédon negativan befolyasolhatjak. A véredényképzéssel
Osszefiiggésben 1évo betegségek listaja évrdl évre nd, ennek oka a korélettani folyamatok
egyre mélyebb megismerése. E tendencia alol a kardiovaszkularis kutatasok sem képeznek
kivételt, példaul az iszkémids szivbetegség, a proliferativ diabéteszes retinopatia vagy az akut
also végtagi 1szkémia, hiszen az iszkémia-reperfuzios (I/R) események szerepet jatszanak az
angiogenikus folyamatok inicializalasdban, tobbek kozott az aminopeptidaz N (APN/CD13)
molekula expresszidjan keresztiil.

Az érrendszer betegségeinek kutatdsaiban az allatmodellek alkalmazasa az egyik legfontosabb
¢és legszélesebb korben alkalmazott kisérleti eszk6z. Az tgynevezett elszoritasos mddszerek,
mint a proliferativ diabéteszes retinopatia kutatisaban a szemgolydé mogé helyezett
érelszoritdo, vagy az akut als6 végtagi iszkémia kutatdsdban alkalmazott tourniquet,
alkalmasak lehetnek a helyes betegségmodellek kialakitdsara, a megfeleld protokoll
végrehajtasa mellett, amelyek targyat képezhetik az in vivo PET képalkotasi eljarasoknak.
Ezeken keresztiil jobban megérthetbek az angiogenikus folyamatok ¢és az APN/CDI13
molekula expresszidja kozotti Osszefliggések, ezzel lehetdséget teremtve a preklinikai

kutatasok és a human klinikai alkalmazasok kdzotti transzlaciora.



Célkitiizés

Az érrendszer betegségeinek kutatasaiban az allatmodellek alkalmazasa az egyik legfontosabb
¢s legszélesebb korben alkalmazott kisérleti eszkdz. Az elszoritasos moédszerek, mint a
proliferativ diabéteszes retinopatia kutatasaban a szemgolyd mogé helyezett érelszoritd, vagy
az akut als6 végtagi iszkémia kutatdsaban alkalmazott tourniquet, a megfelelé protokoll
végrehajtasa mellett, alkalmasak lehetnek az iszkémia-reperfiizi6 medialt receptor expresszio
tanulmanyozasara az in vivo PET képalkoto eljarasok segitségével.

Kutatomunkank f6 célkitlizése az iszkémia-reperfuzi6 medidlt receptor expressziod
(APN/CD13) tanulmanyozasa olyan diagnosztikus radiogyogyszer jelolt molekulak
segitségével, amelyek az onkoldgiai kutatdsokban mar bizonyitott moddon, ismert
specificitassal dusulnak a receptor ligand kolcsonhatas alapjan, ezaltal alkalmasak az
angiogenikus folyamatok tanulmanyozéasara a proliferativ diabéteszes retinopatia és az akut

also végtagi iszkémia preklinikai modelljeiben.

A kitlizott célokat két projekt formajaban valositottuk meg:
Projekt 1:
APN/CDI13 expresszio idobeli valtozésainak in vivo tanulményozédsa iszkémia-
reperfuzids proliferativ diabéteszes retinopatia patkany modellben pozitron emisszids

tomografia segitségével.

Projekt 2:
APN/CD13 expresszi6 idébeli valtozasainak in vivo tanulmanyozéasa akut alsé végtagi

iszkémia-reperfuizids patkany modellben pozitron emisszios tomografia segitségével.

Ezeken keresztiil jobban megérthetéek az iszkémia-reperfuzido és az APN/CD13 molekula
expresszioja kozotti Osszefiiggések, igy lehetdség nyilhat a preklinikai kutatasok és a human

klinikai alkalmazasok kozotti transzlaciora.



Anyag és modszer
Radiokémia

[%8Ga]Ga-NOTA-c¢(NGR)

A radiojeldléshez 1000 pl térfogata [%*Ga]GaCls-ot mértiik be. A prekurzor bemérése utan
(3 mM, 5 ul) (NOTA-c(NGR)) a reakcioelegyet 5 percig 95°C-on inkubaltuk.

Az inkubécios 1d0 letelte utan a reakcioelegyet szobahdmérsékleten (20°C) 3 percig allni
hagytuk, majd egy a szintézist megel6zden aktivalt OASIS HLB 1 cc 30 mg tdltettérfogata
oszlopon juttattuk keresztiil (aktivalas: 5 ml 96%-os EtOH, majd 10 ml injekciohoz valo
vizzel torténd mosas). A cartridge-en megkotott radioaktiv reakcidterméket 2 ml injekcidhoz
valo vizzel (B.BRAUN, Magyarorszag) tisztitottuk az esetlegesen jelenlévd fémszennyezdk
és a nem komplexalt szabad ®3Ga eltavolitasa érdekében. [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t 0,2 ml
0,9%-0s natrium klorid oldat (Fresenius Kabi, Németorszag)/96%-os etanol (Merck,
Németorszag)/2:1 térfogategység aranyu elegyével eludltuk egy 1ml térfogata Eppendorf
csébe. A [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t ezutan steril sziirtiik (Cathivex®-GV, Merck,

Németorszag) és elosztottuk, majd a tovabbi vizsgélatok érdekében higitottuk, hogy az etanol

crcr

[*Ga]Ga-NODAGA-[¢(RGD)):

Reakcidedénynek egy 5Sml térfogatu Eppendorf csovet hasznaltunk. A prekurzor bemérése
utan (3 mM, 5 ul) (NOTA-c(NGR)) a reakcidelegyet 5 percig 95°C-on inkubaltuk.

Az inkubécios 1d6 letelte utan a reakcioelegyet szobahdmérsékleten (20°C) 3 percig allni
hagytuk, majd egy a szintézist megel6zden aktivalt OASIS HLB 1 cc 30 mg tdltettérfogata
oszlopon juttattuk keresztiil. A cartridge-en megkotott radioaktiv reakcioterméket 2 ml
injekcidhoz vald vizzel (B.BRAUN, Magyarorszag) tisztitottuk az esetlegesen jelenlévd
fémszennyezok és a nem komplexalt szabad ®Ga eltdvolitasa érdekében. [®3Ga]Ga-
NODAGA-[c(RGD)]>-t 0,2 ml 0,9%-0s natrium klorid oldat (Fresenius Kabi,
Németorszag)/96%-os etanol (Merck, Németorszag)/2:1 térfogategység aranyu elegyével
elualtuk egy 1 ml térfogatu Eppendorf csébe. A radiojelzett molekulat ezutan steril sziirtiik
(Cathivex®-GV, Merck, Németorszag) és elosztottuk.



2-['8F]fluoro-2-deoxi-D-gliik6z

A 2-["®F]fluoro-2-deoxi-D-gliikéz-t a GE Tracerlab FX FDG Synthesizer (GE, USA)
szintézispanellel allitottuk eld, amely magéaban integrélja a jelzési reakcid és a kémiai tisztitas
folyamatait.

A folyamat elsé 1épéseként dusitott vizzel bevitt aktiv ['8F]fluor az erre a célra kialakitott
edénybe keriilt. A szintézisprogram inditasaval a panelre helyezett QMA (WATERS, USA)
ioncseréld oszlopon vakuum segitségével megkotddott a ['®F]fluor. A QMA ioncseréld
oszloprol a megkotott ['°F]fluor-t ionos elicioval KoCOs-al (SigmaAldrich, USA)
valasztottuk le és a reakcidedénybe juttattuk. Ahhoz, hogy a prekurzor (ABX, Németorszag)
molekuldban a szubsztitlicié végbe mehessen, a ['*F]fluor-t szerves oldészerben oldhatova
kellett tenni Kriptofix 2.2.2 (Merck, Németorszag) segitségével. Ezutdn a vizmentes
acetonitrilben  (SigmaAldrich, USA) feloldott prekurzor molekuldt bejuttattuk a
reakcioedénybe, ahol kontrollalt koriilmények kozott (hdmérséklet, nyomas) és megfeleld ido
alatt lejatszodott a szubsztitucid, melynek sordn a TATM molekula triflat csoportja aktiv
fluorra cserélddott. Ezutan a végtermékben a nem kivanatos szerves olddszert eltavolitottuk a
reaktorbol. Oldészermentesités utan az acetil-csoportokat savas kozegben hidrolizaltuk, majd
a vizes elegyet egy oszlop- és tdltetsoron tisztitottuk. A szintetizalt ['*F]JFDG oldatot steril
szlirén keresztiil (Millex-GV, SigmaAldrich, USA) ampullékba juttattuk, amelyeket vizsgalati

célra elkilonitettink.

MiniPET-II kisallat PET kamera

A PET vizsgalatokat a MiniPET-II kisallat PET kamera (Debreceni Egyetem, Magyarorszag)
segitségével végeztik el a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudoméanyi Kar, Orvosi
Képalkotd Intézet, Nukledris Medicina nem 06nall6 Tanszék Radiobiolégiai Kutatdcsoport
laboratériumaiban.

A keépalkoto vizsgalatok soran a megfeleld fajdalomesillapitd protokollok alkalmazasa mellett
a radiofarmakon lateralis farokvénan 4t i.v. bolusban torténd bejuttatdsa utan a sziikséges

varakozasi 1do elteltével.

crcr

¢(NGR), vagy [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]. radiofarmakont alkalmaztunk, 15 MBq
aktivitassal. A radiofarmakon beadasa utan 90 perces varakozasi id6t kovetden egy 20 perces

statikus PET képalkotast végeztiink, egyetlen 20 perces frame-ben rogzitve az adatokat.



crcr

¢(NGR) mellett ["|F]JFDG radiofarmakont is hasznaltunk, mindkét esetben 15 MBq
aktivitassal. A beadast kdvetden 60 perces varakozasi id6t alkalmaztunk, majd a képalkotast
szintén 20 perces statikus PET felvétellel hajtottuk végre, egyetlen frame-ben rogzitve a

vizsgalatot.

A vizsgéalat soran nyert adatokat a BrainCAD verzié 1.124 (Debreceni Egyetem,
Magyarorszag) segitségével értékeltiik ki. A kapott eredmények SUV (standardizalt felvételi
értek) (1.képlet) és SBR (jel/hattér ardny) értékek (2.képlet) forméjadban keriiltek
meghatdrozasra. Hattérnek minden esetben a vizsgalt szerv (jel) ellenoldali parjanak
SUVmean értékeit vettiik.

SUV = VOI - n beliili aktivités koncentracié (MBg/ml)/ beadott dozis (MBq)
allat sulya (g)

1. képlet: A standardizalt felvételi érték képlete

SUV ean Vizsgalt régiod

SBR = - -
SUV ean referencia régio

2. képlet: A jel-hattér arany képlete

Az dllatok a képalkotas ideje alatt eszméletlen allapotban voltak, a testhdmérsékletiiket

flithetd vizsgalodasztal segitségével allando 37°C+0,5°C hémérsékleten stabilizaltuk.

Kisérleti allatok

Kisérleteinket him Fischer-344 patkanyokon végeztiik. A kisérleti allatokat a szaporitasukra
¢s forgalmazasukra szakosodott Animalab Hungary Kft.-tdl szereztiik be.

Az éllatok tartasa és kezelése a 40/2013. (I1.14.) kormanyrendelettel 6sszhangban a Debreceni
Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Képalkoto Intézet, Nukledris Medicina nem
onallo Tanszék allathazaban tortént (engedély szama: III/6-KAT/2015.). A projekteket
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag 21/2017/DEMAB és 28/2022/ DEMAB
nyilvantartdsi szamon regisztralta.

Az allatokat IVC (egyesével szelloztetett ketrecrendszer) allvanyokon tartottuk. A

megvilagitott 6rak szdma 12 volt. Az etetés: VRF-1 (SDS Diets) ragcsalotappal ad libitum
7



tortént. Az itatas csapvizzel ad libitum valosult meg. A hdmérséklet: 22+2 °C, a paratartalom:
50£10% volt. Kornyezetgazdagitasként papir fészkel6anyaggal és buvohellyel (papircso)
lattuk el a kisérleti allatokat.

Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia Kisérletsorozatban alkalmazott allatok

sajatsagai és elkiilonitett csoportok

A Kkisérletben Fischer-344 tipusu, him patkanyokat (n=15) alkalmaztunk, amelyek testsulya
250-300 gramm kozott volt. Az allatokat két csoportba osztottuk: iszkémids csoportba és
kontroll csoportba.

Iszkeémias csoport (n=10)

A patkdnyok bal szemében (bal bulbus-miitott-I/R) (n=10) iszkémidt majd reperfiziot
valtottunk ki. A jobb szem (jobb bulbus) (n=10) nem esett at beavatkozdson (non-I/R), igy az
belsé kontrollként szolgalt. A beavatkozas utan antibiotikumos szemcseppet alkalmaztunk a
gyulladasos folyamatok megel6zésére.

Kontroll csoport (n=35)

A kontroll csoport esetében az allatok semmilyen sebészeti beavatkozason nem estek 4t (non-
I/R). Alcsoportként az iszkémias csoporttal megegyez0 logika szerint; bal bulbus- nem
miitétt-non-I/R (n=5) €s jobb bulbus-nem miitétt-non-I/R (n=5), kiilonitettiik el. A kontroll
csoport allatait ugyanazon az allattartasi koriilmények kozott tartottuk, mint az iszkémids

csoportéit tovabba ugyanolyan altatsi és eutanézia protokollt alkalmaztunk.

Projekt 2: Akut also végtagi iszkémia kisérletsorozatban alkalmazott allatok sajatsagai

és elkiilonitett csoportok

A kisérletben Fischer-344 tipusu, him patkanyokat (n=15) alkalmaztunk. Az allatok testsulya
250-300 gramm kozott volt. Az allatokat két csoportba osztottuk: iszkémids csoportba €s
kontroll csoportba.

Iszkémias csoport (n=10)

A patkanyok bal hats6é végtagjaban (bal hatso végtag -mitott-I/R) (n=10) iszkémidt majd
reperfuziot valtottunk ki. A jobb hatso végtag (n=10) nem esett at beavatkozason (non-I/R),
igy az belsd kontrollként szolgalt.

Kontroll csoport (n=35)

A kontroll csoport esetében az allatok ugyan atestek beavatkozéson (altatas, tourniquet
felhelyezése), azonban az iszkémia majd az ezt kovetd reperfizd nem valdsult meg (non-I/R).

Alcsoportként az iszkémias csoporttal megegyezd logika szerint; bal hats6 végtag -nem
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mutott- non-I/R (n=5) és jobb hatsé végtag -nem mitdtt-non-I/R (n=5), kiilonitettiik el. A
kontroll csoport allatait ugyanazon Aallattartasi koriilmények kozott tartottuk, mint az

iszkémids csoportéit €s ugyanolyan altatasi és eutanazia protokollt alkalmaztunk.

Fajdalomcsillapitasi protokollok

Beavatkozasok alatti fajdalomcsillapitas

A Dbeavatkozasok ¢és a képalkotd vizsgalatok (PET) megvaldsitasanal inhalacios altatast
alkalmaztunk (Eickemeyer Isoflo, Németorszag), 3% izofluran (Aerrane, Baxter, USA) + 0,4
liter/perc oxigén és 1,2 liter/perc dinitrogén-oxid (Linde, Magyarorszag) az Osszes projekt
tekintetében.

Posztoperativ fajdalomcsillapitas

A beavatkozas - illetve az ebbdl adddd kéarosodasok miatt -, az allatokon rovid ideig tartd
mérsékelt fajdalom jelentkezésének csillapitasa céljabol, a kisérlet ideje alatt oralis
fajdalomesillapitast alkalmaztunk. Ibuprofen tartalmu fajdalomcsillapitot (~15 mg/kg/nap -
2,5 ml Motrin (Johnson & Johnson, USA) 500 ml vizben) kevertiink az allatok
itatopalackjaba. Az éllatoknak szabad hozzaférésiik volt a folyadékhoz.

A kisérletek befejezése

A képalkotd vizsgalatok elvégzése utan a kisérleti allatokon eutanaziat alkalmaztunk. Ezt
izoflurannal torténd tulaltatassal valositottuk meg, 3% izofluran (Aerrane, Baxter, USA) + 0

liter/perc oxigén és 1,2 liter/perc dinitrogén-oxid (Linde, Magyarorszag) alkalmazasaval.
Iszkémia reperfuzo kivaltasanak protokollja

Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia — patkany modell

Az éltalanos érzéstelenitést kovetden, a patkanyok bal szemét ellatd arteria centralis retinae
sebészileg lekotésre keriilt. A szemhéjat varratokkal visszahtztuk, az allatok szemébe
oxybuprokain tartalmt szemcseppet (Humacain 4 mg/ml, TEVA, Magyarorszag) cseppentiink
helyi érzéstelenités céljabol, majd egy kiilon erre a célra készitett elszoritot (egy polietilén
kaniilon keresztiil vezetett sebészeti varrofonal-hurok) alkalmaztunk az arteria centralis
retinae lekotéséhez. A hurkot a szemgolyd mogé helyeztiik, lazan a nervus opticus, az arteria
centralis retinae, a cilidris artéridk és a retrobulbdris kotdszovet koré. A hurok megfeszitésével
¢s a kaniil nervus opticus felszine felé torténd nyomdésaval az iszkémia kivalthat6 €s a kivant
ideig fenntarthatd (90 perc). A hurok folyamatos feszesen tartdsat egy, a sebészeti

varréanyagot huzo érfogo biztositotta a lekotés ideje alatt.
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Egy 120 D-s lencsével makroszkoposan ellendriztiik az iszkémids allapotot. Az iszkémia ideje
alatt a szem kiszaradas elleni védelmét egy karbomer-alapti szemgél (VIDISIC szemgél, Dr.
Gerhard Mann Chem.-pharm. Fabrik GmbH, Németorszag) biztositotta. A retina szovetének
reperfuzidja az elszoritd iszkémia utani felengedésével, igy a vér arteria centralis retinae-n
keresztiili visszaaramlasaval valosult meg. A fertézések megelézésére tobramycin tartalmu
szemcseppet (TOBREX 3 mg/ml oldatos szemcsepp, Novartis Hungaria Kft., Magyarorszag)
hasznaltunk. Az éllatok felébredéséig szemiik kiszaradas elleni védelmét ismét karbomer
alapt szemgél (VIDISIC szemgél, Dr. Gerhard Mann Chem.-pharm. Fabrik GmbH,
Németorszag) biztositotta.

Az allatok a beavatkozas alatti testhomérséklete rektalis homéréfejen keresztiil kerdilt
regisztralasra, amelyet fiithetd miitdasztal segitségével allandd 37°C+0,5°C hémérsékleten

stabilizaltuk.

Projekt 2: Akut alsé végtagi iszkémia — patkany modell

Az altalanos érzéstelenitést kovetden, a bal hatsé végtagot fertdtlenitettiik, ezutdn a comb
proximalis részén azonos magassagban elasztikus gumiszalagot alkalmaztunk (tourniquet),
standard modon korbetekerve és azonos szoritoerovel elszoritva, az iszkémia létrehozasahoz.
Ezutan 120 perc iszkémia kovetkezett, amit pulzoximéterrel és a beavatkozason atesett végtag
cianotikus elszinez8désének megfigyelésével igazoltunk Az iszkémidt a gumiszalag
eltavolitasaval szilintettiik meg.

Az allatok a beavatkozds alatti testhOmérséklete rektalis homérofejen keresztiil keriilt
regisztralasra, amelyet flithetd miitdasztal segitségével allando 37°C+0,5°C homérsekleten

stabilizaltuk.
Képalkotasi protokoll

Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia

Az okuléris I/R kivaltasa utani 1., 3., 7. és 10. napokon a kisérleti és a kontroll allatokat
elaltattuk és [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t (koriilbeliil 15 MBq 150 pl fizioldgias séoldatban)
injektaltuk a lateralis farokvénan keresztiil. Tovdbba a 10. napon [**Ga]Ga-NODAGA-
[¢(RGD)]x-t alkalmaztunk (koriilbeliil 15 MBq 150 pl fizioldégids sooldatban). Ebben az
esetben egymas utan két PET vizsgalatot végeztiink a két radiogyogyszer kiilon-kiilon torténd
felhasznalasaval az injektalasok kozotti négy ora idokiilonbséggel. Az érzéstelenitett kisérleti

allatok fiziologids testhomérsékletét flitott kameradgy hasznédlatdval tartottuk fenn. A
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radiofarmakon eloszlasat az injekcidé beadasa utan 90 perccel in vivo PET képalkotéssal
(MiniPET-II kisallat PET szkenner, Debreceni Egyetem, Magyarorszag) hataroztuk meg (20
perces statikus PET felvételek). Az utols6é PET vizsgélatot kovetden az allatokat elaltattuk és
a szemeket megfeleld elokészités utan tovabbi ex vivo vizsgalatoknak vetettiik ala (western

blot, hisztologia).

Projekt 2: Akut also végtagi iszkémia

A hats6 végtag I/R kivaltasa utani 1., 3., 5., 7. és 10. napokon egymas utan két PET
vizsgalatot végeztiink két radiogydgyszer kiilon-kiilon torténd alkalmazasaval. A kisérleti és a
kontroll 4llatokat elaltattuk és [*Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t (10,03+£2,69 MBq 150 pl
fiziologias soéoldatban) majd négy oraval késébb ["*FJFDG-t (11,33+1,71 MBq 150 pul
fiziologias sooldatban) injektaltuk a laterdlis farokvénan keresztiil. Az érzéstelenitett kisérleti
allatok fiziologias testhdmérséklete flitott kameradgy hasznalataval volt fenntartva. A
radiofarmakon eloszlasat az injekciok beaddsa utdn 60 perccel in vivo PET képalkotassal
(MiniPET-II kisallat PET szkenner, Debreceni Egyetem, Magyarorszag) hatdroztuk meg (20
perces statikus PET felvételek). Az utols6 PET vizsgélatot kovetden az allatokat elaltattuk és
a hatso végtagbdl nyert mintakat, megfeleld elékészités utan, tovabbi ex vivo vizsgalatoknak

vetettiik ala (western blot, immunhisztokémia).

Western blot

Western blot vizsgalatok a Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia és a Projekt 2: Akut
als6 végtagi iszkémia kapcsan keriiltek elvégzésre. Pozitiv kontrollként patkany vese szovetet
hasznaltunk.

A kisérleti allatok boncolasabdl szarmaz6 mintdkat Petri-csészében, fizioldgids soéoldattal
atitatott steril mull-lapra helyezve, jégen tarolva hiitott koriilmények kozott atszallitottuk a
Debreceni Egyetem, Gyodgyszerésztudomanyi Kar, Biofarmacia Tanszékre. A Western blot
vizsgalatot kovetkez6 protokoll szerint hajtottuk végre:

A beérkezett szovetmintadkat azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben, és —80 °C-on
taroltuk a tovabbi feldolgozasig. A szoveti/szervi lizatum elkészitéséhez a mintikat jéghideg
M-PER fehérje lizis pufferben (Thermo Fisher Scientific, USA) szuszpendaltuk és lizaltuk,
proteaz ¢és foszfatdz inhibitorokkal (SigmaAldrich, USA) kiegészitve. A szdvetmintak
roncsolasa Tissue Ruptor (IKA®-WERKE GmbH, Németorszag) segitségével tortént. A
sejtlizatum fehérje mennyiségi meghatarozasat Bradford reagenssel (hazi készitésii) végeztiik.

Az Osszes mintat 4x Laemmli pufferrel higitottuk. Minden 95 °C-on 8 percig hdékezelt
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fehérjemintabol egyenlé mennyiséget (40 pg) vittlink fel a futtatdshoz. A lizatumokat a
célfehérje molekulatomgének alapjan gélelektroforézissel valasztottuk el 10%-0s natrium-
dodecil-szulfat-poliakrilamid gélen (SDS-PAGE). Molekulatomeg-markerként Precision Plus
Protein Dual Color Standard-t (BioRad Laboratories, USA) hasznaltunk. A fehérjéket
polivinilidén-fluorid (PVDF) membranra vittilkk at (Millipore, USA). Az antitestek nem
specifikus  kotédésének megakadalyozdsa érdekében 5%-os tej-TBS-Tweennel valo
blokkolést hajtottunk végre. A membranokat ezutan elsédleges antitesttel inkubaltuk (egér-
anti-patkdny APN/CDI13, egy ¢jszakan at, 4 °C, 1:500 higitas, sc-13536, Santa Cruz
Biotechnology Inc., USA). Az elsddleges antitestekkel valo inkubaldst HRP-vel jelolt anti-
egér [gG masodlagos antitest kovette (1:2000 higitas, Thermo Fisher Scientific, USA). A jelet
kemilumineszcenciaval detektaltuk. Az egyes savok intenzitasait HPRT-re normalizaltuk (anti-
HPRT, 1:1000 HPRT antitest (B-11) egér monoklonalis, sc-393901; Cell Signaling
Technology, USA). A ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, USA) rendszert hasznaltuk a

membranok megjelenitésére és a savok intenzitdsanak mennyiségi értékeléséhez.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémia vizsgalatok a Projekt 2: Akut als6 végtagi iszkémia kapcsan keriiltek
elvégzésre. Pozitiv kontrollként patkdny vese szovetet hasznaltunk. A kisérleti allatok
boncolasabol szarmazo mintékat Petri-csészében, fizioldgias sodoldattal atitatott steril mull-
lapra helyezve, jégen tarolva hiitott koriilmények kozott atszallitottuk a Debreceni Egyetem,
Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Képalkoto Intézet, Radiologiai Tanszékre.

A boncolasbol nyert patkdny alsdé végtag szovetmintat (izom) szénsavhoé és petroléter
segitségével fagyasztottuk kriomatrixba agyazva. A szovetmintat kriosztat segitségével 6
mikrométer vastagsagii metszeteket készitettiink. A fagyasztott metszeteket kozvetlentil
targylemezekre helyeztiik, ezt kovetden 10%-os pufferezett neutralis formalinban rogzitettiik
5 percig. A fixéloszert csapvizes mosassal tavolitottuk el, majd elvégeztik az
immunhisztokémiai reakciot a kit gyartdi leirdsa alapjan. Az antitestek nem specifikus
kotédésének megakadalyozasa érdekében a szdvetmetszeteket blokkold oldattal kezeltiik. A
szovetmetszeteket APN/CD13 specifikus primer antitesttel (IHCeasy, Proteintech Germany)
inkubaltuk. A szovetmetszeteket egy kimutathato, jeloléshez konjugalt méasodlagos antitesttel
inkubaltuk. Az APN/CDI13 jelenlétét a madasodlagos antitesthez kapcsolt kromogénnel
vizualizaltuk. A targylemezeket a kovetkezd protokoll szerint viztelenitettiik és deritettiik,

hogy lefedésre keriilhessenek. Az elkésziilt szovetmetszeteket mikroszkop alatt vizsgaltuk
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(Nikon Eclipse E800, Nikon Corporation, Japan), az APN/CDI13 expressziojanak hely és

intenzitas meghatarozasanak érdekében.

Szovettan

Szovettani vizsgalatok a Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia kapcsan keriiltek
elvégzésre. A kisérleti allatok (iszkémias és kontroll csoport) extermindcioja (allatok életének
kioltasa, a vér eltavolitasa és 0,9%-os fiziologias sdoldattal végzett perfundalas) utan a jobb és
bal oldali bulbusokat eltavolitottuk. A mintakat Eppendorf csében, fizioldgias sdoldatban,
hiitott koriilmények kozott atszallitottuk a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi
Kar, Orvosi Képalkot6 Intézet, Radioldgiai Tanszékre.

A mintdk beérkezésének napjan a bulbusokat bedgyazd médiumba helyeztiik (Shandon
Cryomatrix®, Thermo Scientific, Egyesiilt Kiralysag) és kialakitottuk a blokkokat. Ezt
kovette az aluminium mintart6 elokészitése, ami izopentannal valé feltoltéssel és szénsavhdoba
vald elhelyezéssel valdsult meg. A mintatartd megfeleld6 homérsékletének elérése utan a
bedgyazd médiummal boritott mintablokkok fagyasztasra keriiltek a hiitékeverékbe vald
martassal. A bedgyaz6 médiummal korbevett bulbusok fagyasztdsa sagittalis élettani sik
szerint tortént. A fentebb részletezett modon eldkészitett mintakbol kriosztat segitségével 9
um atmérdjii metszeteket készitettliink -21°C-on (Shandon Cryotome E, Thermo Scientific,
Egyesiilt Kiralysag). Az elkésziilt metszeteket fénymikroszkop alatt vizsgaltuk (Nikon Eclipse
E800, Nikon Corporation, Japan).

Statisztikai analizis

A diagramokon feltiintetett adatok legalabb harom fliggetlen méréssorozat eredményei,
atlag+SD formaban. A szignifikancia meghatarozasara T-probat, ANOVA- és Mann-Whitney
U-tesztet hasznaltunk. A szignifikancia szint p < 0,05(*) és p < 0,01(**) volt. Minden
statisztikai elemzéshez kereskedelmi szoftvercsomagot (MedCalc 18.5, MedCalc Software,

Mariakerke, Belgium) hasznaltunk.
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Eredmények
Radiokémia

Projekt 1: [Ga]Ga-NOTA-¢(NGR) és [*®Ga]Ga-NODAGA-[¢(RGD)]: eléallitasanak
eredményei

[%¥Ga]Ga-NOTA-c(NGR) (projekt 1 és projekt 2 esetében) és [*3Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]»
molekuldk eldallitasa rendben, robusztusan, megfeleld specifikus aktivitassal és kivalo

radiokémiai tisztasaggal valosult meg.

Projekt 2: 2-['3F]fluoro-2-deoxi-D-gliikoz eléallitasanak eredményei

A 2-['"®F]fluoro-2-deoxi-D-gliikoz molekula elédllitisa rendben, robusztusan, megfeleld

radiokémiai tisztasaggal valosult meg.
Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia — patkany modell

APN/CD13 receptor expresszio in vivo longitudindlis vizsgdlatinak eredményei [*Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) PET segitségével

A proliferativ diabéteszes retinopatia patkany iszkémids modelljének segitségével az
APN/CD13 receptor expresszidjanak in vivo longitudinalis vizsgélatat valdsitottuk meg. A
kisérletek soran [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) radiofarmakonnal PET képalkotast végeztiink,
hogy a kapott eredmények alapjan elemezziik a receptorok jelenlétének valtozasat az i1do
figgvényében.

A PET-képek kvalitativ analizise egyik vizsgalati napon sem mutatott [**Ga]Ga-NOTA-
c(NGR) felhalmozddast a kontroll csoport kisérleti allatainak egyik latoszervében sem (bal
bulbus- nem miitétt-non-I/R, jobb bulbus-nem miitétt-non-I/R). Ezzel szemben az iszkémids
csoport sebészileg lekotott latoszervei esetén a beavatkozas utdn 3 nappal jelentds
radiofarmakon felhalmozddas volt detektalhatdo (bal bulbus-miit6tt-I/R). Tovabbad markans
radiogyogyszer felvétel volt megfigyelhetd az iszkémias csoport nem lekotott szemgolydiban
is a beavatkozas utan tiz nappal (jobb bulbus-nem mtitott-non-I/R).

A bomlaskorrigalt PET felvételek kvantitativ analizise soran, szignifikansan (p < 0,01)
megndvekedett [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvétel volt detektilhatdo az iszkémids csoport
lekotott szemeiben (bal bulbus-mtott-I/R), ahol a SUVmean értékek 0,35+0,06, 0,2940,05 és
0,33+0,04-nak adddtak 3, 7 és 10 nappal a beavatkozas utan.
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Az els6 vizsgalt idépontban (1 nappal a beavatkozas utan) nem volt szignifikans kiilonbség az
I/R indukalt és a nem I/R indukalt szemek SUVmean értékei kozott (iszkémids csoport bal
bulbus-miitott-I/R vs iszkémids csoport jobb bulbus-nem miitétt-non-I/R vs kontroll csoport
bal bulbus- nem miitétt-non-I/R és kontroll csoport jobb bulbus-nem miitétt-non-I/R) (p <
0,05). A beavatkozéds utan 3 és 7 nappal az I/R indukalt bulbusok (iszkémiés csoport bal
bulbus-miittt-I/R) [*3Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvétele koriilbeliil kétszerese volt a kontroll
csoport estén detektalt értékekhez viszonyitva, tovabba nem volt megallapithatod szignifikans
kiilonbség a radiofarmakon akkumuldcioban a kontroll és az iszkémids csoport nem I/R
indukalt szemei kozott (p < 0,05). Ezzel szemben a beavatkozas utan 10 nappal
megndvekedett [*3Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvétel (SUVmean=0,23+0,06) volt detektalhato az
iszkémias csoport nem ligalt szemeiben (jobb bulbus-nem miitétt-non-I/R). A kontroll csoport

bal (SUVmean=0,11+0,05) és jobb (SUVmean=0,09+0,02) bulbusainak SUVmean értékei

megkozelitdleg kétszer alacsonyabbnak adddtak az iszkémias csoporthoz képest.

aVp3 integrin receptor expresszié in vivo vizsgdlatinak eredményei [**Ga]Ga-NODAGA-
[c(RGD)]2 PET segitségével

Az aVP3 integrin receptor expresszidjanak meghatarozasara in vivo [**Ga]Ga-NODAGA-
[¢(RGD)]> PET képalkotast alkalmaztunk. A SUV korrigalt PET-képek elemzése soran nem
volt kimutathaté emelkedett érték a felhalmozodast tekintve az iszkémids csoport lekotott
szemeiben 10 nappal a beavatkozas utjan kivaltott I/R utdn a t6bbi csoporthoz viszonyitva
(iszkémids csoport bal bulbus-miit6tt-I/R vs jobb bulbus-nem miitétt-non-I/R, kontroll csoport
bal bulbus- nem miitétt-non-I/R, jobb bulbus-nem miitétt-non-I/R). Ezt a megfigyelést
megerdsitette a kvantitativ SUV analizis, ahol nem volt szignifikdns kiilonbség a SUVmean
értekekben sem az iszkémias csoport ligalt (SUVmean=0,614+0,08) ¢és nem ligalt
(SUVmean=0,57+0,07) csoportjai (iszkémids csoport bal bulbus-mitétt-I/R vs csoport jobb
bulbus-nem miitétt-non-I/R), sem az iszkémias és a kontroll csoportok kozott
(SUVmean=0,60+0,08) (iszkémias csoport bal bulbus-miit6tt-I/R vs kontroll csoport) (p <
0,05).

PET vizsgalatok jel-hattér arany (SBR) elemzésének eredményei

A bomlés-korrigalt PET képek kiértékelése alapjan jel-hattér arany (SBR) elemzést végeztiink
el. Az APN/CDI13 specifikus [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) molekulat tekintve megéllapitast
nyert, hogy az iszkémids csoportban az SBR arany szignifikdnsan magasabb volt a

beavatkozas utani 3. (SBR=2,65+0,65) és 7. (SBR=3,514+0,99) napokon, &sszehasonlitva a
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kontroll csoport SBR értékeivel ugyanazon vizsgalt idépontokban (p < 0,05). Tiz nappal a
beavatkozéas utan is magas SBR érték (SBR=2,11+0,95) volt megfigyelhetd az iszkémids
csoportban, de ez a kiilonbség nem volt szignifikdns a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva (p <
0,05). A kontroll csoport SBR értékei valtozatlanok maradtak a vizsgalat alatt, ami arra utal,
hogy nem volt specifikus [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felhalmozodas a vizsgalt allatokban. Az
aVP3 integrin receptor specifikus radiogyogyszer, a [®Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]
alkalmazaséval tiz nappal az okularis I/R kivaltdsa utdn nem volt tapasztalhat6 szignifikans

kiilonbség az SBR értékek tekintetében az iszkémidas és a kontroll csoportok kozott (p < 0,05).

Western blot és szovettan vizsgalatok eredményei

Az APN/CD13 ¢és avB3 molekuldk expresszidjat tiz nappal a beavatkozas kdvetden vizsgaltuk
Western blot technikaval. Az APN/CD13 kifejezddésének kimutatdsdhoz patkany
veseszovetet hasznaltunk pozitiv kontrollként, mivel ezen szovetrdl ismert, hogy magas szintii
expressziot mutat. Ez lehetové tette a Western blot eljaras hatékonysaganak és specifitasanak
megerdsitését, valamint alapvetd referenciapontként szolgélt a tobbi vizsgalt mintdhoz képest.
Az okulédris szovetmintdkon végzett APN/CDI13 expresszidjanak elemzése soran
szignifikdnsan magasabb mennyiség volt detektalhatd az iszkémids csoport ligalt bulbusaiban
(bal bulbus-miit6tt-I/R), mint ugyanezen allatok nem lek&tott szemeiben (jobb bulbus-nem
miitott-non-I/R), valamint a kontroll csoportban (p < 0,05). Az iszkémias csoport nem ligélt
(jobb bulbus-nem miitétt-non-I/R) és a kontroll csoport latészervei kozott nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség (p < 0,05).

A hisztolégiai vizsgéalatok a retina sulyos szerkezeti karosodasat igazoltdk a ganglion
sejtrétegben (GCL), az inner plexiform rétegben (IPL), valamint a belsd és kiilsé nuklearis
rétegekben (INL és ONL) az iszkémids csoport ligalt bulbusai esetén (bal bulbus-miitott-I/R).
A hematoxilin-eozin (HE) festésti szovettani mintdkban a ganglion sejtréteg alkotdinak
szdmaban jelentds csokkenés volt tapasztalhatod, amely a celluléris szétesésre €s elhalasra utal.
Az inner plexiform rétegben a teriilet elmosddottsaga és a fizioldgias szerkezet elvesztése volt
megfigyelhetd. A belsd nukledris réteg (INL) sejtjei korében karyolizis (a sejtmagok
feloldodasa) és karyopiknozis (a sejtmagok zsugorodésa) volt észlelhetd, amely a sulyos
sejtkarosodas jele. Ezen feliill a kiils6 nukleédris réteg (ONL) sejtjei kozott a sejtmagok
rendezettsége felborult. A mintdkban felfedezhetd volt az extracellularis tér relativ
novekedése, ami az intercellularis Osszekottetések gyengiilésének a kdvetkezménye lehet. A
kontroll csoport mintaiban a sejtrétegek szerkezete és denzitdsa normalis volt és nem mutatott

eltéréseket.
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Az avB3 integrin receptor expressziot szintén elemeztiik a kisérleti csoportokban. Az avf33
integrin receptor kimutatdsdhoz ugyancsak patkany veseszovetet alkalmazva pozitiv
kontrollként. Az eredmények alapjan az avp3 receptor kifejezddésében nem volt tapasztalhatd
szignifikans kiilonbség sem az iszkémias, sem a kontroll csoport mintai kézott (p < 0,05). Az
avp3 receptor expresszidjanak szintje mind a ligdlt, mind a nem ligalt szemek esetében
hasonld volt és nem mutatott szignifikéns kiilonbséget a kontroll csoport értékeihez képest (p

<0,05).
Projekt 2: Akut also végtagi iszkémia — patkany modell

APN/CD13 receptor expresszio in vivo longitudindlis vizsgdlatinak eredményei [*Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) PET segitségével

Az akut als6 végtagi iszkémia patkdny iszkémias modelljének segitségével az APN/CD13
receptor expresszidjanak in vivo longitudindlis vizsgalatat valositottuk meg. A vizsgalatok
soran [%Ga]Ga-NOTA-c(NGR) radiofarmakonnal PET képalkotast végeztiink, ennek a célja
az volt, hogy a kapott eredmények alapjan elemezziik a receptorok jelenlétének valtozasat az
1d6 fiiggvényében.

A kisérletben [®Ga]Ga-NOTA-c¢(NGR) radiofarmakonnal végzett PET vizsgilati
eredményeket hasonlitottunk 0Ossze a I/R (iszkémia-reperfiizid) sériilésen atesett hatso
végtagokat vizsgalva, a nem I/R indukalt hatso testrészekkel Osszevetve az iszkémids
csoportban, valamint a non-IR hats6 végtagokat a kontroll csoportban, hogy feltarjuk az
iszkémia-reperfuzi6 4altal okozott hatasokat az APN/CDI13 receptor mintazatanak
vonatkozasaban.

A vizudlis értékelés soran megéllapitast nyert hogy az iszkémids csoportban az I/R hatsé
végtagok (bal hatso végtag -mtott-1/R) felvétele fokozatos ndvekedést mutatott az iszkémia
indukciojat kovetden az els6é naptdl a hetedik napig, majd a 10. napon éles csokkenés volt
megfigyelhetd a [*Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvételében. Ezzel szemben, alacsonyabb
radioaktivitas volt detektalhatd a non-I/R hatso testrészekben (iszkémias és kontoll csoport).
A vizualis elemzéssel 6sszhangban megfigyelhet6 volt, hogy folyamatosan ndtt a SUVmean
érteke az I/R hats6 labakban az iszkémids csoport esetén (bal hatso végtag -miitott-I/R) az
els6 naptol (SUVmean: 0,090+0,005) a hetedik napig (SUVmean: 0,230+£0,015). A SUVmean
értékek a hetedik napon (0,230+0,015) bizonyultak a legmagasabbnak, amit éles csokkenés
kovetett a 10. napon (0,123+0,010). Az iszkémids csoportban az I/R hatsé végtagokban (bal
hatso végtag -mitott-I/R) az iszkémia kivaltasat kovetd otddik, hetedik és tizedik napokon
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szignifikansan emelkedett [®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felhalmozodas volt detektalhato a
normalisan perfundalt hats6 labakhoz képest ugyanazon kohort esetén (jobb hatso végtag -
nem mutott-non-I/R ), a SUVmean értékek pedig 0,138+0,010, 0,230+0,015 ¢és 0,123+0,010
voltak az I/R hatso testrész esetében az 0tddik, hetedik és tizedik napokon, illetve
0,085+0,012, 0,088+0,015 ¢s 0,093+0,011 a non-I/R hatsé labakon ugyanazokon a mérési
iddpontokban (p < 0,05). A longitudindlis vizsgdlat maximuma [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR)
felvételi értéke esetén a hetedik napon volt megfigyelhetd.

Az elvégzett vizsgalatok értékelése soran nem volt kimutathatd szignifikans kiilonbség az I/R
¢s a non-I/R hats6 végtagok kozott a beavatkozason atesett allatokban a SUVmax értékek
tekintetében (iszkémids és kontroll csoport) (p < 0,05). Azonban az elsé és a harmadik
napokon a lekotést kovetéen nem volt megallapithato szignifikans kiilonbség az I/R €s a non-
I/R hétsé labak SUVmean értékei kozott az iszkémias csoportban (SUVmean értékek:
0,090+0,005 ¢és 0,100+0,007 az els6 és harmadik napon, illetve 0,080+0,005 és 0,075+0,006
az elsé és harmadik napon; p < 0,05). Ezenkiviil az 6todik és a hetedik napi vizsgalati
idépontokban az I/R hatso testrészek (bal hatso végtag -mitott-I/R) kozel 2-3-szorosan
magasabb [®*Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvételt mutattak, mint a normalisan perfundalt
végtagok (jobb hatsé végtag -nem miitétt-non-I/R) az iszkémias csoportban. Tovabba az I/R
hats6 végtagok radiofarmakon felhalmozodasa (SUVmean: 0,138+0,010 (6tddik nap) és
0,230+0,015 (hetedik nap)) koriilbeliil kétszer, haromszor magasabbnak adodott, mint a
kontroll csoport egészséges allatainak barmelyik ldba esetén ugyanabban a mérési idépontban
(bal hatso végtag -nem miitott- non-I/R SUVmean: 0,070+0,004 (6tddik nap) €s 0,073+0,008
(hetedik nap); jobb hatso végtag -nem mitott-non-I/R SUVmean: 0,07040,005 (6tddik nap) és
0,071+0,009 (hetedik nap)). Emellett nem volt kimutathato jelentds kiilonbség az iszkémids
csoport non-I/R hatsé végtagjainak és a kontroll csoport non-I/R hatso testrészeinek [**Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) felvételében, sem a kontroll csoport bal és jobb non-I/R hatsé végtagjai
kozott (p < 0,05).

Metabolizmus in vivo longitudindlis vizsgdlatinak eredményei ['*FIFDG PET segitségével

Az akut also végtagi iszkémia patkany iszkémids modelljének segitségével nem specifikus in
vivo longitudinalis vizsgalatot valositottunk meg. A vizsgalatok soran [*FJFDG
radiofarmakonnal PET képalkotast végeztiink, ezt azzal a céllal valositottuk meg hogy a
kapott eredmények alapjan elemezziik a radiofarmakon felhalmozodéasanak valtozasat az id6

fiiggvényében.
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A vizsgalatok soran kvantitativ PET adatelemzést végeztiink, amely alapjan megfigyelhetd
volt a ['®F]FDG felhalmozédasanak folyamatos novekedése az iszkémids csoport bal hétsé
végtag -muitott-I/R végtagjaiban az 1. (SUVmean: 0,70+£0,26) és a 7. (SUVmean: 1,18+0,32)
vizsgalati id6pontok kozott, amelyet a 10. napon csokkenés kdvetett (SUVmean: 0,59+0,30).
Ez a tendencia hasonlosagot mutat a [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) vizsgéalatok eredményeivel.
Emellett a 3. (SUVmean: 0,9040,28), 5. (SUVmean: 1,09+0,30) és 7. (SUVmean: 1,18+0,32)
napokon az I/R hatsé végtagok (iszkémias csoport, bal hatso végtag -miitdtt-I/R) ['*F]JFDG
koncentracioja szignifikansan magasabb volt ugyanezen csoport non-I/R hatsé 1abainak (jobb
hatso végtag -nem miitott-non-I/R), valamint a kontroll csoport ugyanezen a kisérleti napokon
mért non-I/R testrészeinek (bal hatsé végtag -nem miitdtt- non-I/R és jobb hatsé végtag -nem
miitott-non-I/R) értékeihez képest (p < 0,05); ezen tulmenden az I/R hats6 végtagokban
kortlbeliil 2-3-szoros mennyiségii radioaktivitas volt detektdlhatd, mint ugyanazon allatok
non-I/R hatso 1abaiban.

Sem az iszkémia indukciojat kovetd 1. napon, sem a 10. napon nem volt tapasztalhatd
szignifikans kiilonbség az iszkémids csoport I/R és non-I/R hatsé végtagjainak metabolikus
aktivitasa kozott (SUVmean értékek az 1. napon 0,70+0,26 és 0,65+0,21, a 10. napon pedig
0,59+0,30 és 0,51+0,17) (p < 0,05). Hasonloképpen, az I/R hatsé ldbak ['®F]JFDG halmozisa
nem tért el a kontroll csoport non-I/R hatso testrészeinek felvételi értékeiben a beavatkozast

kovetd 1. és 10. napokon (p < 0,05).

Western blot vizsgalatok eredményei

Az APN/CDI13 molekuldk kifejez0dését Western blot technikaval elemeztiik mindkét
allatcsoportban. Az APN/CD13 fehérje expresszio szignifikdnsan magasabb szintje volt
detektalhatd az iszkémias csoport I/R hatsd végtagjaiban (bal hats6é végtag -mfitott-I/R) az
1szkémids csoport és a kontroll csoport non-I/R hatsé labaihoz képest az iszkémia indukciojat
kovetd 1., 3., 5., 7. és 10. napokon (p < 0,05). Tovabba nem volt tapasztalhatd jelentds
kiilonbség az iszkémids csoport nem-iszkémids hatso testrészeinek (jobb hatsé végtag -nem
miitott-non-I/R) és a kontroll csoport (non-I/R) alcsoportjainak fehérje expresszidja kozott. A
fehérje kifejezddés az 1., 3.,5, 7. napokon folyamatos novekedést mutatott majd a 10. napon
jelentds csokkenés volt megfigyelhetd. A vizsgélati eredmények tanusaga szerint, az

expresszid maximuma a hetedik napon volt megallapithato.
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Immunhisztokémia vizsgalatok eredményei

A kisérleti csoportok végtagjainak izomszdéveti mintait immunhisztokémiai vizsgalatnak
vetettilk ald. Ez annak érdekében tortént hogy kdvethessiik az APN/CD13 expresszio
iszkémiahoz kapcsolodd iddbeli valtozasait molekuldris szinten. A vizsgédlat soran az
APN/CD13 fehérje jelenlétét barna festddés jelezte, amely lehetdséget biztositott a valtozasok
szOveti szintll vizualizalasara €s kvalitativ elemzésére. Az iszkémias €s a kontroll csoportok
vazizomszoveteinek receptoridlis mintdzatanak Osszehasonlitdsa érdekében elemeztiik a
western blott vizsgalattal megegyez6é moddon elkiilonitett mintdkat, azzal ekvivalens logika
szerint. Az dsszehasonlitds soran a mintdk ugyanazon protokoll szerint keriiltek eldkészitésre
¢s feldolgozasra, hogy biztositsuk az eredmények Osszevethetdségét.

Az els6 napon az iszkémids csoport iszkémian atesett végtagjainal (bal hatsé végtag -miitott-
I/R) gyenge, elszortan megjelend barna festodés volt megfigyelhetdé az iszkémids végtag
izomszovetében, amely a fehérje alacsony szinti jelenlétére utalt. A harmadik napra a
festddés intenzitasa egyértelmiien fokozodott, és a festett teriiletek mérete is jelentdsen
megnovekedett, jelezve az expresszié emelkedését és az érintett sejtek nagyobb szamat €s a
hetedik napra a barna fest6dés elérte a maximalis intenzitast, amely az APN/CDI13
kifejez6dés csucspontjat tiikrozte az iszkémidn atesett szovetekben. Ezt kovetden az
APN/CDI13 expresszi6 intenzitdsa enyhén csokkent a beavatkozas utani 10. napon, jelezve a
molekularis folyamatok valtozasat.

Az iszkémias csoport nem lek6tott hatso labai (jobb hatsé végtag -nem miitétt-non-I/R) esetén
alig észlelhetd APN/CDI13 pozitivitds volt megfigyelhetd, tovabbd hasonldé eredményre
jutottunk a kontroll csoport normalisan perfundalt (non-IR) hisztologiai metszetei esetén is. A
kontroll csoport ezen non-I/R mintai negativ kontrollként szolgaltak az APN/CD13 expresszid
vizsgalatdhoz, biztositva az eredmények hitelességét €s specifikussagat.

A patkdny veseszovet pozitiv kontrollként volt alkalmazva az APN/CDI13 kifejezddés
kimutatasara, mivel ezen szovetrdl ismert, hogy magas szintli expressziot mutat. A fentebb
ismertetett alkalmazas oka az immunhisztokémiai eljaras hatékonysaganak és specifitdsanak
megerdsitése. A veseszdveten detektalt intenziv barna festddés nagy bizonyossaggal jelezte az
APN/CD13 jelenlétét, amely alapvetd referenciapontként szolgalt a tobbi vizsgalt mintdhoz

képest.
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Az értekezés uj tudomanyos eredményei

Kutatomunkank elvégzése soran a kovetkezo 0j eredmények sziilettek:

21

Az elsé6  kisérletsorozatban, proliferativ  diabéteszes retinopdtia  patkdny
allatmodellben, Osszefiiggést mutattunk ki az iszkémia-reperfuzi6d altal inicializalt
angiogenikus folyamatokban részt vevé APN/CD13 receptor expresszidjanak mértéke
és a [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felhalmozodasianak SUVmean értékei kozott, PET

képalkotas segitségével.

Longitudinalis vizsgalatot végeztiink az 1., 3., 7. és 10. napokon az I/R utan, ahol

megvizsgaltuk a radiojeldlt molekula felhalmozddasanak iddbeli valtozésait.

Ezek alapjan a [*®*Ga]Ga-NOTA-c(NGR) alkalmas radiotrészer az APN/CDI3
iszkémia-reperfuzio altal kivaltott expresszidjanak mennyiségi ¢és iddbeli
valtozasainak  kimutatasara  sebészetileg  kivaltott  diabéteszes  retinopatia

patkanymodellben.

A masodik kisérletsorozatban, akut als6 végtagi iszkémia allatmodellben,
Osszefliggést mutattunk ki az iszkémia-reperfuzid éltal inicializalt angiogenikus
folyamatokban részt vevé APN/CDI13 receptor expresszidjanak mértéke és a
[%¥Ga]Ga-NOTA-c(NGR), valamint a gliikéz metabolizmus véltozasa és a ['*F]JFDG
felhalmozodasahoz kotheté SUVmean értékek kozott, PET képalkotas segitségével.

Longitudinalis vizsgalatot végeztiink az 1., 3., 5., 7. és 10. napokon az I/R utan, ahol

megvizsgaltuk a radiojeldlt molekuldk felhalmozodéasanak 1débeli valtozasait.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk hogy a [®3Ga]Ga-NOTA-c(NGR) alkalmas
radiotrészer az iszkémia-reperfiizid 4altal kivaltott APN/CDI13 expressziojanak,
tovabba a ['FIJFDG a gliikoz metabolizmus mértékének mennyiségi és iddbeli

valtozasainak kimutatasara az akut also végtagi iszkémia allatmodellben.
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