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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 Rakkutaté Intézet
(IARC) becslései szerint 2018-ban vilagszerte 17 millié 0j rakos megbetegedés és 9,5 millio
rakos halalesetet regisztraltak. Mivel az életkor elérehaladtaval a betegség kockazata
emelkedik, igy a nyugati tipusu tarsadalmakban az elmult évek demografiai folyamatait
(népesség novekedés, eloregedés) figyelembe véve az onkologiai ellatds egyre nagyobb
kihivassal néz szembe. A daganatellenes terapidk fejlesztése folyamatos feladatot jelent a
kutatds szamara, ugyanakkor az 0j eredmények tudoméanyos szintrdl torténd transzlacioja
klinikai gyakorlatba sok id6t vesz igénybe. Ez és a személyre szabott terapiak iranti

megndvekedett igény, egyarant novelik a diagnosztikaval szembeni elvarasokat.

A daganatok progresszidjanak egyik fontos feltétele, hogy a primer tumor megfeleld
tapanyagellatashoz jusson a meglévo erekbdl, vagy pedig 0j erek kialakulasa révén. Ez a
folyamat— az angiogenezis — megteremti annak a lehetdségét, hogy a rosszindulata elvaltozas
egyes sejtjei az érpalyaba jussanak, ezaltal ndvelve az tgynevezett hematogén attétképzdodés
1étrejottének esélyét. A primer tumorokban nem csak vérerek alakulnak ki, hanem a
limfangiogenezis révén Uj nyirokerek is képzddnek és a daganat sejtjei ezeken keresztiil is
eljuthatnak tavoli szervekbe (ez az un. limfogén attétképzés). Az elmult években végzett
preklinikai és klinikai vizsgdlatok egyarant bdvitették ismereteinket az attétképzodés
tobblépcsds folyamatarol, azonban tovabbra is nyitott kérdés, hogy az attétek attétet képeznek-
e, vagy mindegyikiik az elsédleges 1éziobol szarmazik. Az attétek molekularis expresszios
mintazatanak pontos ismerete nemcsak az elvaltozas pontos felismerését biztositand, hanem a

meglévo terapias rendszerek Gjragondolasat is eredményezheti.

Mivel az angiogenezist a tumor progresszié és metasztatisztatikus képessége sarokkovének
tekintik, az attétek €s a primer tumoros elvaltozasok sejtfelszinén expresszalddé neoangiogén
medidtorokat/molekuldkat célz6 nem invaziv molekularis képalkotd technikdk értékes
diagnosztikai lehetdséget nydjthatnak a daganatos elvaltozasok idében torténd értékeléséhez,
valamint a tumor progresszidjanak gatlasdra vagy annak lassitdsara iranyuld kezelések
bevezetéséhez. Ezenkiviil a neoangiogenezis molekuléris jellemzdinek, példaul a kiilonbozo
tipusu integrineknek, a vaszkularis endotél ndvekedési faktornak (VEGF), az eprineknek vagy
az aminopeptidaz N-nek (APN/CD13) megjelenitése nem invaziv képalkotod technikakkal

lehetdséget biztosit a megfeleld antiangiogén kezelés kivalasztasdra, nyomon kdovetésre,
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valamint a pontos terapids dontéshozatalra, amelyeknek kulcsfontossagu szerepiik van a

betegek kezelésében.

Az angiogenezis soran a VEGF ¢és a VEGFR kozotti kolcsonhatas révén megkezdddik az
endotélsejtek proliferacioja és migracioja, valamint a kapillaris rendszer atalakulasa. Ezért a
VEGF ¢és receptorainak (VEGFR) tulzott expresszidja 0sszefligg a tumor progresszidjaval, a
metasztatikus potenciallal, a mikrovaszkularis striiséggel és a betegek prognozisanak
mértékli kifejezddése a tumor ndvekedésének, invazivitasanak és metasztatizaciojanak
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 dontd szerepet
jatszik a daganat kialakulasaban, mivel nem csak gyulladasok esetében, hanem a tumorok

progreszidja soran is serkenti az angiogenezist és a limfangiogenezist.

A molekuléris biologia fejlédésével egyre tobb potencialis tumormarkert fedeznek fel, és
ennek megfelelden ndvekszik az uj tumorspecifikus diagnosztikai molekuldk szama. A PET-
képalkotds kiilonosen CT vagy MR eszkozzel kombindlva értékes eszkoznek tiinik a
neoangiogenezis specifikus molekularis biomarkereinek kimutatasaban, ami Uj teriiletet nyit a

primer tumorok és attéteik sejtfelszini molekuldris mintdzatdnak mélyebb megértése felé.

Ebben a tekintetben az integrin owf3 nemcsak a preklinikai vizsgalatokban, hanem a human
klinikai kutatasokban is egyre nagyobb vizsgalati teriiletet képvisel. Az avBz integrinek
jellemzden a tumoros szovetekben torténd emelkedett kifejez0dése miatt az integrinspecifikus
RGD (Arg-Gly-Asp) szekvenciat tartalmazo, radioaktivan jelzett peptideknek dont6 szerepiik
van a molekularis onkologiai képalkotasban. Az NGR (Asn-Gly-Arg) peptidszarmazékok
pedig nagy affinitassal kotédnek az APN/CD13-hoz, ezért ezen molekuldk rakos
elvaltozasokba juttatdsa nem csak a képalkotast teheti lehetdvé, hanem az angiogenezis
gatlasat is, mivel az APN mikodésének korlatozasa akadalyozhatja a tumorok
vaszkularizacigjat. A ciklodextrinek a kdzelmultban keriiltek a nukleéris medicina eléterébe,
mint potencialis tumorcélzé molekulak. Ezeket a gliikoz alapt ciklikus oligoszacharidokat,
amelyek hidrofil kiils6 feliilettel és lipofil belsd iireggel rendelkeznek, igéretes eszkdzként
jeloltek meg az endocitdzis alapu gyodgyszerhordozo rendszerek elkészités€éhez és vizben

oldodo gyogyszerek kifejlesztéséhez. Tekintettel a fent emlitett kedvezd kémiai



tulajdonsagokra, a radioaktivan jelolt ciklodextrinek 1ij teriiletet nyithatnak a rosszindulatu

daganatok in vivo molekularis képalkotasaban. A ciklodextrin szarmazékok kozil a

véletlenszertien metilalt B-ciklodextrin (RAMEB) bizonyitottan nagy affinitdst mutat a PGE2-

vel valo komplexképzésre, emellett a hidroxipropil-béta-ciklodextrin (HPBCD) hatékonysaga,

kielégitd biztonsagi profilja és mérhetd toleralhatdosaga miatt mar figyelemre méltod klinikai

figyelmet kapott a terdpias utakon. Tovébbi jelentds szempont, hogy a [®Ga]Ga-NODAGA-

HPBCD kiemelked6 in vivo biodisztribucidja és farmakokinetikaja, valamint nagy radiokémiai

tisztasaga tovabbi farmakokinetikai mérések lehetdségét biztosithatja, €s a tumorspecifikus

molekularis képalkotas szempontjabol is relevans lehet.

A fent leirtakat figyelembe véve {6 célkitiizéseink:

A neoangiogenezisben részt vevd molekuldk expresszidjanak 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 avf33 integrin
receptor expressziodjanak valtozasat ®8Ga-jelzett NOTA-cNGR és NODAGA-RGD
radiotracerekkel értékeljik preklinikai pozitronemissziés tomografias (PET)
képalkotas segitségével.

A fenti részletes, korabban kozzétett adatok arra Osztondztek benniinket, hogy
megvizsgaljuk a ciklodextrin szarmazékok diagnosztikai értékét a kiilonb6zo
daganatok molekularis képalkotdsaban, ami kozelebb vihet benniinket a molekularis
célpontokon alapuld tumorellenes terapia végsé céljahoz. Ezért a tovabbiakban a
[®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB ¢és a [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD tumorcélzd
potencidljanak felmérését tlztik ki célul non-invaziv in vivo PET-képalkotas

segitségével.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Pozitronemisszios tomografia (PET)

A Kklasszikus radiologiai Vizsgalati modszerekkel ellentétben a nuklearis medicina
teriiletén alkalmazott diagnosztikai leképezések az in vivo vizsgalat soran emisszio méréssel
jelenitik meg a szervezetben zajld patologias vagy fiziologias folyamatokat. Ennek érdekében a
paciens szervezetébe ugynevezett nyomjelzé molekulat juttattnak, amely részt vesz a bioldgiai
folyamatokban. A pozitronemissziés mérésekhez alkalmazott radiofarmakon altalaban egy
targetdlé molekulabol (pl. gliik6z) all, amelyet egy pozitron sugarzé radioaktiv izotoppal (pl. ¥F)
jeloltek, ami a sugarzasnak kdszonhetden a testen kiviilrél is nyomon kovetheto.

A radioaktiv nyomjelz6 felhasznalasanak elvét Hevesy Gyorgy az 1920-as években alkotta meg
(Hevesy, 1923). A képalkotashoz sziikséges radioaktivan jelzett nyomjelz6 kivalasztasa és
kémiai szintézise fiigg a vizsgalni kivant fiziologiai és biokémiai anyagcsere-folyamatoktol (pl.
véraramlas, anyagcsere, receptorkotés), valamint a radioizotopok tulajdonsdgaitél tgymint

példaul a felezési 1do, illetve a sugarzas tipusa.

1. tablazat: A PET technikdban leggyakrabban hasznalt radioaktiv izotopok jele, felezési ideje

¢és az eldallitasukhoz sziikséges infrastruktuira.

150 2,5 ciklotron
13N 9,9 ciklotron
1c 20,4 ciklotron
18F 109,7 ciklotron
62Cy 9,74 generator
64Cuy 764,4 ciklotron
68Ga 68 generator
82Rp 1,25 generator
124) 6019,2 ciklotron



Az 1. tablazat a leggyakrabban hasznalt PET izotopok sorozatit foglalja 0ssze. Mivel a 4
leggyakrabban alkalmazott PET izotop (*1C, 1N, 0 és 18F) felezési ideje viszonylag révid (20,4
perc, 10 perc, 2 perc, 109 perc), igy nagy mennyiségben és lehet6leg gyors radiokémiai
modszerek alkalmazasaval kell elballitani a nyomjelzé6 molekuldkat. Ciklotronnal nem
rendelkezd PET-diagnosztikai kdzpontokba torténd szallitas jelenleg szinte kizarolag a ‘8F-jelzett
nyomjelzék esetében kivitelezhetd. Ez tovabbra is neheziti a PET széles korti elterjedését. Az
igen koltséges, igy korlatozott elérhet6ségli ciklotron lehetséges alternativajat jelenthetik a
radionuklid generatorok, melyek lehetévé teszik a PET vizsgalatokat ciklotronnal nem
rendelkezd korhazakban. Maga a generator egy olyan zart rendszer, amely egy hosszabb felezési
idejli anyaelem bomlésa soran keletkezd rovidebb felezési ideji leanyelemet képes biztositani
helyi felhasznalasra. Ehhez a generatorban az anyaelem egy megfeleld hordozon van megkdtve
¢s maga a lednyelem meghatdrozott id6kozonként rendszeresen kinyerhetd, vagyis elualhato.
Altaldban véve a generéatorok alacsony koltségii viszonylag rugalmas alternativat kinalhatnak a
specialis PET tracer helyszini eldallitasahoz (Dash és mtsa., 2019).

Az elmilt években a ®8Ge/®®Ga generator széles korben elterjedt a kutatok korében, és
elkezdddott a %8Ga-jelzett molekulak klinikai hasznalata is, kdszonhetden a kdzelmultban elért
eredményeknek. A %Ge/®®Ga generatorok alkalmazisa a PET-ben elényds, mivel a %8Ge 270
napos felezési ideje biztositja, hogy a generator hosszabb ideig hasznéalhatd legyen. A rovid
felezési idejti ®®Ga bomlasi jellemzdi (t%4 = 68 perc, 89% B + és 11% B EC, EB+, max= 1,92 MeV)
alkalmassa teszik a PET-képalkotasra. A 68 perces fizikai felezési idovel a ®3Ga a gyors
diffazioja, és a gyors kitiriilése miatt szamos képalkotasra hasznalt peptid biologiai felezési
idejének is megfelel (Dash és mtsa., 2019).

Altalaban a biomolekula pozitron emittalé radionukliddal torténd jelolésének helyét a
megfigyelendd anyagcsere-folyamat és a sziikséges biologiai aktivitas alapjan valasztjak ki. A
sztérikus és elektronikus hatdsok erésen megvaltoztathatjdk a jelolt molekulak élettani
tulajdonsagait. Ezért az ujonnan kifejlesztett nyomjelzék viselkedésének eldrejelzése gyakran
nehéz, igy széleskori (kémiai és bioldgiai) tapasztalatot igényel az 1 tracerek fejlesztése
(Wester, 2007). Sok esetben azonban a molekula €s metabolikus tulajdonsagai ismertek, igy az
konnyebben hasznalhat6 a kivalasztott élettani folyamatok megjelenitésére (Mohnike és mtsai.,

2016).

A 2-[®8F]fluoro-2-dezoxi-D-gliikéz (2-['*®FJFDG) a legismertebb pozitron kibocsajtd
radiofarmakon mind a klinikai, mind a preklinikai teriileteken. Bar a kutatasok a meghatarozott

molekularis célpontok esetében a nagyobb érzékenység és specificitas elérésére torekszenek, a
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diagnosztikai PET-vizsgalatok tilnyomo tobbségét még mindig egyetlen farmakonnal végzik: a
2-[8F]JFDG-PET jelenleg a vizsgalatok 95%-at teszi ki (Petroni és mtsai., 2020). Az 1990-es
évek elejéig a PET képalkotast szinte kizarolag specialis klinikai kutatasi kornyezetben végeztek,
céljabol (Weber 2006). Az évek soran a 2-[*®F]FDG klinikai alkalmazisa exponencilisan nott,
ahogyan a kiilonb6z0 alkalmazasi teriiletek is, bar elsddlegesen az onkologiaban alkalmazzak a
rakos megbetegedések kimutatasara, stddiumanak meghatdrozdsara és a terapids valaszok

értékelésére (Gallamini és mtsai., 2014).

detektor1

detektor2 PET detektor gy(ir(i

1. abra: A PET vizsgélat sematikus abrazolasa.

A PET képalkotas két alapvetd jelenségen alapszik. Az elsd, hogy a pozitron megsemmisiilésekor
keletkezé annihilacidés fotonok egymaéssal ellentétes irdnyban emittdlodnak, igy a radioaktiv
bomlas biztosan a két detektalt foton altal meghatarozott egyenesen tortént. A mérési technika a
becsapodod fotonok koincidencidjanak mérését hasznalja fel. Egy detektalt esemény akkor
tekinthetd valodi eseménynek, ha igaz r4, hogy mindkét annihilacids fotont egy eldre
meghatarozott idéablakon, illetve energiaablakon beliil érzékelte a rendszer. A PET kamerakban
a szcintillacios kristadlymatrixokhoz fotoelektron sokszorozét (PMT) kapcsolnak, majd az igy
felépiilt detektorokbol alakitjak ki a detektorgytirit. A paciens a detektorgytirti kozepébe kertiil

(1. abra) igy az egymassal szemben 1évé detektorparok koincidenciamérd aramkorben vald
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Osszekapcsolasaval lehetséges a nyomjelz6 in vivo eloszlasanak rogzitése, majd rekonstrukcidja

és kvantifikalasa (Wolfgang, 2016).

2.2 A daganatok novekedése

A daganatos elvaltozasok egyik legfobb tulajdonsaga a folyamatos ndvekedés. A
daganatokban 1év6 sejtekben a folyamatos osztodéas miatt egyre tobb szabalyozasi hiba Iéphet
fel, ennek kdszonhetden a tumor egyre heterogénebbé valik. Ez a folyamat teszi lehetové, hogy
egyfajta szelekcid révén egyre ellenallobbak legyenek a terapias eljarasokkal szemben.
Azonban a folyamatos novekedéssel a tumor egy id6 utan eléri azt a mérethatart, ahol még
difftiziés folyamatokkal juthat oxigénhez, illetve a sziikséges tapanyagokhoz. Ebben az
esetben 1j vérerek novekedésére van sziikség a tovabbi progresszidhoz/proliferacidhoz, amit
mar 1971-ben feltételeztek azon megfigyelés alapjan, hogy a gyorsan névekvd tumorok erdsen
vaszkularizaltak, mig a nyugvo tumorok nem (Folkman, 1971). Késébb Folkman irta le ennek
bizonyitékait. Megfigyelése szerint a tumorok lassabb ndovekedést mutatnak a vaszkularizaciot
megeldzden, amibdl azt a kovetkeztetést vonta le, hogy a daganatok ndvekedéséhez
angiogenezisre van sziikség (Folkman, 1990). Ennek jelent6ségét abban latta, hogy egy
esetleges Uj terapias célpont lehet a tumorok angiogenezisének gatlasa (Folkman, 1991). Egy
2003-ban veégzett klinikai vizsgalat bizonyitotta, hogy az attétes vastagbéldaganatban
szenvedd paciensek tulélése javult, amikor a kemoterapiat vaszkularis endotélialis novekedési
faktor (VEGF) ellenes antitestekkel kombinaltak (Hurwitz és mtsai., 2004). Ezek utan szamos
kiilonboz6é antitestet hagytak jova a rak ellenes terapia részeként, mely az angiogenezis
jelatvitelét célozta. Azonban a tapasztalat az, hogy az antiangiogén terapia csak rovidtavon
gatolja sikeresen a tumorok novekedését. Ennek a korlatozott hatékonysagnak egy lehetséges
magyarazata az, hogy a daganatok alternativ angiogenezis utvonalakat hasznalhatnak, illetve,
hogy rezisztencia is kialakulhat az alkalmazott kezeléssel szemben. Ezeken til pedig a mar

crer

(Kuczynski és mtsai., 2015).
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Az angiogenezis

Az érrendszer homeosztazisat szamos pro- és anti-angiogén faktor szabalyozza. Ha ezek

egyensulyban vannak, az érrendszer nyugodt és az endotél sejtek nem proliferalnak.

Fiziologias koriilmények kozott az endotél sejtek nagyon lassan, csak kozel egy év alatt

ujulnak meg, ami teljes ellentétben all a tumorokban tapasztaltakkal. A daganatokban

tulsulyba keriilnek a pro-angiogenetikus faktorok, ezzel mintegy atkapcsolva a rendszert és

stimulalva az 0j erek képzddését. Az érképzés, érképzodés tobbféleképpen is torténhet, a

tumor tipusatol és a kdrnyezo szovet jellegétdl is fiiggden, igy akar eltéréek lehetnek a primer

tumorban és annak metasztazisdban zajlo folyamatok.

1.

Bimb6z6 angiogenezis: a tumorok novekedése soran leggyakrabban ez a folyamat
megy végbe (Carmeliet és mtsa., 2011). llyenkor a daganatos sejtek nagy
mennyiségben angiogen citokineket (pl. VEGF) termelnek. Ennek segitségével a
meglévé erek endotél sejtjeit bimbozasra késztetik. A bimbdzas a citokin
koncentraciogradiens irdnyaba torténik. Az uj érbimbok képzddéséhez a bazalis
membran allapota megvaltozik, amit az endotél sejtek illetve a stroma sejtek MMP-
szekrécioja is segit. Az endotélsejtek morfologidja is valtozdson megy keresztiil,
megnyulnak és megnyitjak intracellularis kapcsolataikat és belépnek a sejtciklusba.
Mivel a termel6dd angiogén hatast citokinek mennyisége €és aranyuk valtozatos és
véletlenszerti, igy a beindult bimbo6zas is egyenetlen, ezért nem feltétleniil alakul ki
szabalyos érrendszer a tumorban. (2. dbra)

Posztnatalis vaszkulogenezis: a folyamat alapja az, hogy a daganatos sejtek altal
termelt citokinek (elsdsorban VEGF) hatasara a csontveldbdl endotelialis progrenitor
sejtek mobilzalodnak, majd a daganat kornyezetében differencidlodnak érett endotél
sejtekké. (2. dbra)

Erbekebelezés: az ¢él6 szervezetben, a tiidben és a bérben olyan magas az
érkapillarisok stirlisége, hogy az megkozeliti a diffuzids tavolsagot. Az ezekben a
szovetekben novekvd tumorok a mar meglévd erek felhasznalasaval képesek a
tapanyagellatasukat biztositani. Ebben az esetben a daganat altal termelt angiogén
citokinek segitik eld a bekebelezett erek endotél sejtjeinek talélését. (2. dbra)
Vaszkulogén mimikri: bizonyos daganatok képesek a sajat sejtjeikbdl olyan
csatornakat kialakitani, amelyek valdodi, mikodoképes kapcsolatban vannak az

érrendszerrel. A csatornat képezd tumoros sejtek endotelidlis markereket
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expresszalnak (pl. avfs integrin, vagy VEGF receptorok). Ezekben a daganatokban az
endotél sejtekre jellemzé enzimek (pl. prosztaglandin-szintaz) is megjelennek. (2.
abra)

Intuszuszceptiv angiogenezis: egyes daganatok képesek kivaltani egy olyan
angiogenetikus folyamatot, amely soran az endotélsejtek bimbdzasa az érlumenben
torténik. A folyamat sordn az érfal bedomborodik a lumenbe addig, mig a két szemben
1évo6 oldal érintkezik, majd 6sszekapcsolodik. Ezzel gyakorlatilag endotél proliferacid
nélkil 4j érfal jon 1étre. (2. abra)

Glomeruloid angiogenezis: els6sorban a glioblasztomakra jellemzd, de emld- és
tiidorakokban is megjelennek a meglévd erekbdl kialakuld rendezetlen kapillaris
struktirdk. A daganatos sejtek proliferaciojuk és migracidjuk kozben a veliik szoros
kapcsolatban 1év0 eret magukkal huzzak, igy abban érhurkok képzddnek.
Tulajdonképpen a folyamat sordn a mar meglévo érrendszer atrendezddése kdzben 1ij
kapillarisok formalédnak, mindez az endotélsejtek minimalis osztodasaval kisérve

(D6me és mtsai., 2007). (2. abra)
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ér, endotél sejtek progenitor sejtek

pericitasejtek  tumoros sejtek

2. abra: Uj erek képzddésének lehetséges modjai, sematikus abrazolds. 1. bimb6z6
angiogenezis, 2.: vaszkulogenezis, 3.: érbekebelezés, 4.: vaszkulogén mimikri, 5.:

intuszuszceptiv angiogenezis, 6.: glomeruloid angiogenezis.

2.3 Az angiogenezis molekularis szabalyzoi

Az angiogenezis szamos eltéré molekuldris Gitvonalon keresztiil mehet végbe, melyek
tobb kiilonbozd kozvetitd molekulat, medidtort igényelnek, amelyeket egy hipoxias,
gyulladasos vagy daganatos sejt bocsajt ki. A daganatok esetében az oxigénszegény kornyezet
miatt el nem hidrolizalodo hipoxia-indukalt faktor-1 (HIF-1), az egyik kivaltoja lehet az

érképzodés folyamatanak. Emellett egyéb novekedési faktorok €s receptoraik, mint példaul a
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vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF), a vérlemezke eredetii novekedési faktor
(PDGF) és a fibrobaszt novekedési faktor-2 (FGF-2) a transzformal6 névekedési faktor (TGF),
az angiopoetinek (Angl és 2) a matrix metalloproteindzok (MMP), az avf3 integrin és a VE-
kadherin, a COX2 ¢s a hatasara termelt prosztaglandinE2 (PGE?2) illetve az aminopeptidaz-
N/CD13 és még szamos mas mediator iS részt vesz az angiogenezisben. (3. abra) (Carmeliet
¢és mtsa., 2011). Ezen molekularis Gitvonalak és kdzvetité molekulak mind célpontjai lehetnek
a diagnosztikai és a terapias beavatkozasoknak. (Asabella és mtsai 2017). Bar az angiogenezist
serkentd faktorok koziil még mindig a VEGF-et tekintik a legdominansabb faktornak, az
integrinek szintén szamos az érképzodéshez kapcsolodd folyamatban (adhézid, migracio,

proliferacio, differencialddas, tulélés) jatszanak szerepet (Riiegg és mtsa., 2003).

Angiogenezist medidlé molekuldk a tumorok angiogenezisében

! ! l l ! l

Novekedési Kismolekuldk Matrix bonto Integrinek Citokinek Biaktiv
faktorok enzimek lipidek
L VEGF L. NO — MMP-ok L+ 0B, > IL8 PGE2
— FGF — Peroxinitrit — Heparinazok — o3, — CSF-1 SIP
— TGF — Szerotonin — APN/CD13

— PDGF — Hisztamin

— Angl,2

3. abra: Tumorok angiogenezisében részt vevé medialdo molekuldk.

2.3.1 Integrinek

Az integrinek a sejtek extracellularis matrixhoz vald kapcsolodasat szolgald
molekulacsalad tagjai. Az integrinek két glikoprotein egységbdl, egy a és egy B részbdl allo
transzmembran fehérjék (4. abra). Relative kis energiaji kotéseket 1étesitenek, de mivel igen
nagy szamban fordulnak eld igy a sok kotés viszonylag erds, stabil kapcsolatot eredményez
(Velcro-effektus). Az a és a B lanc egymashoz nem kovalens kotéssel kapcsolodik. Az a
lancnak egy 140kD méretli extracellularis része van diszulfid hiddal és négy ionko6td hellyel,

melyek Mg?*-, vagy Ca?*-iont kétnek. Ezen ionokotd helyek telitettsége feltétleniil sziikséges
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az extracellularis matrixban 1év6 fehérjékkel kialakitando kotésekhez. A B lanc 100kD méretii
extracellularis része alakitja ki a kapcsolatot talin és o—actinin molekulakkal. Az integrinek
egy része csak egyetlen fehérjét képes kotni, azonban vannak olyan tagjai a csaladnak,
melyeknek a fibronectin, a laminin és a kollagén is ligandja. Ezen tilmenden azonban az
RGD-szekvenciat felismerd ligandkdtéhely minden matrixfehérjében kozos. Az integrinek
megkdnnyitik az endotélsejtek ECM-hez vald kotddését, igy az endotél sejteken torténd
novekvo integrin kifejez6dés fenntartja a sejtek életképességét, noveli a sejtek érzékenységét
a novekedési faktorokkal szemben, és sziikséges a migracidhoz (Foubert és mtsa., 2012). Az
endotélsejtek akar tiz kiilonboz6 integrint is expresszalhatnak; oifi, azfB1, asPi, oaPi, aspa,

asf1, asPa, owPs, ovPs és owPs (Serini és mtsai., 2006).

ECM

P — | ——— _ sejtmembran

\J \J

4. abra: Az integrinek sematikus szerkezete.

Az integrin csalddon beliil az avP3 tobb kiillonbozé folyamatban is részt vesz, mint példaul az
oszteoklasztok medialta csontfelszivodas, az angiogenezis, a neovaszkularizacio, és a tumorok
invazdja, metasztatizalasa (Wilder, 2002). Az integrinek koziil az ovf3 volt az elsd, melynek
bizonyitottak a Kkitiintetett szerepét az 0j erek képzodében. (Brooks és mitsai., 1994).
Kimutattak, hogy a fibroblaszt novekedési faktor-2-vel (FGF2), a metalloproteinaz MMP-2-
vel, az aktivalt PDGF-el, az inzulin és VEGF receptorokkal egyiitt/tarsulva elésegiti a

proliferaciot, az invaziot, illetve az apoptozis elkertilését (Brooks és mtsai 1994). Emellett az
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is egy fontos tény, hogy az avP3 gatldsa monoklondlis antitestekkel, illetve ciklikus RGD
peptiddel (antagonista) bizonyitottan akadalyozza az angiogenezist (Kumar, 2003).

2.3.2 Aminopeptidaz-N / CD13

A CDI3, mas néven aminopeptidéz-N (APN) egy multifunkcids metallopeptidéz,

--------
crer

crer

Maga a fehérje egy erésen glikolizalt ~150-240 kDa, Il-es tipusit membran metallopeptldaz,
amelyet a legtobb myeloid eredeti sejt expresszal, de nagy mennyiségben fejezédik ki
fiziologiasan a vese proximalis tubulusaiban, a vékonybélbdl szarmazo epitél sejteken, a
prosztata epitél sejtjeiben, az epevezeték csatorndiban, hizésejtekben, valamint egyes

esetekben fibroblasztokban és simaizomsejtekben is (Mina-Osorio, 2008).

APN/CD13
e
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me e S, e
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5. abra: Az aminopeptidaz-N sematikus szerkezete.

A CD13-r6l kimutattak, hogy a legtobb daganatos szovet ereiben, valamint a tumor kortili
stromaban is expresszalodik (Di Matteo és mtsai., 2011). Jelentés tény az is, hogy az
angiogenezis folyamataban is részt vesz az angiogén jelek generaldsaban és modulalaséban, a
kapillariscsd-képzodés folyamataban, valamint az angiogén erek markereként (Mina-Osorio,
2008, Bauvois ¢s mtsa., 2006). Ezzel dsszhangban megfigyelték azt is, hogy a CD13 hianya

akadalyozza a daganatok vaszkularizaciojat (Guzman-Rojas és mtsai., 2012). Miikodésének
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gatlasa anti-CD13 antitestekkel vagy bestatinnal korlatozza az angiogenezist, mig a hipoxia
¢s az angiogén faktorok eldsegitik expressziojat az endotélsejtekben (Mina-Osorio, 2008,
Bhagwat és mtsai., 2001). Ezen talmenden pedig a genetikailag moédositott CD13-null
egereken végzett kisérletek csokkent angiogén valaszt mutatnak a novekedési faktorokra,
illetve hipoxids koriilmények kozott jelentdsen gyengébbnek bizonyult a retina
neovaszkularizaciojanak eldsegitése (Rangel és mitsai.,, 2007). Sajnalatosan a daganatos
sejteken kimutathatd magas mértékli expresszidja a betegek szdmara rossz prognodzissal jar
egylitt, tobbek kozott hasnyalmirigy- (Ikeda és mtsai., 2003) és vastagbélrakban (Hashida és
mtsai., 2002), nem kissejtes tiidérakban (Zhang és mtsai., 2015, Schmidt és mtsai., 2017),
malignus pleuralis mesotheliomaban (Otsuki és mtsai., 2018), hepatoblastomaban (Saida és
mtsai., 2015) és lagyrészszarkoméban (Kessler és mtsai., 2018) is. Osszességében ezek az
adatok arra utalnak, hogy a CD13 kulcsszerepet jatszik az angiogenezisben. (Dominguez és
mtsai., 2020).

2.3.3 Prosztaglandin E2

A prosztaglandinok olyan a ciklooxigendz (COX) altal a szovetekben eldallitott
lipidmolekulak, melyek hormonhatéassal birnak, illetve gyulladaskeltd hatdsukrol is ismertek.
Husz szénatombol allnak, és minden esetben tartalmaznak egy 6t szénatomos gytriit is. A
jelatviteli molekulak csoportjaba tartoznak. Eltérd szervekben eltérd hatast tudnak kifejteni,
akar kiilonboz6é szervekben egymassal ellentétes is lehet a hatasuk. Lokalis funkcidjuk
leginkdbb a prosztaglandint megkotd receptortdl €s az ennek kovetkeztében a sejten beliil
elindul¢ jelektdl fiigg. Rovid élettartamuk miatt csak a termeld sejtre (autokrin hatas), illetve
annak kozvetlen kornyezetére fejtik ki hatasukat (parakrin hatas). A tobbi hormontdl eltérnek
abban is, hogy nem egy kitiintetett szerv termeli 6ket, hanem a szervezet szinte Osszes

szervében lokalisan szintetizalodnak.
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6. abra: A prosztaglandin E2 szerkezete.

A prosztaglandin E2-t (PGE2) Kurzok és Leib 1930-ban fedezte fel, és a tudomanyos
érdeklédés azota sem csokkent irdnyaban. Ez annak is koszonhetd, hogy a molekula négy
kiilonb6z6 receptoron keresztiil kiilonbozéképpen fejti ki a hatasat (EP1-4). A COX-1 altal
termelt PGE2 felelds szamos élettani funkcidért, példaul a vérnyomads, a gasztrointesztinalis
integritas és a termékenység szabalyozasaért. Ezzel szemben a COX-2-medialt PGE2-termelés
rovid ideig és magas helyi koncentracidoban fordul el6 a gyulladas sordn, amely a sebgyogyulés
érdekében serkenti az angiogenezist és a limfangiogenezist. Ezek az események jatszodnak le
azonban a tumorprogresszio soran is (Xin és mtsai., 2012, Lala és mtsai., 2018). A PGE2 négy
prosztaglandin E2-receptorra (EP1-EP4) hat, mind parakrin, mind autokrin médon. A COX-
2/PGE2 altal kozvetitett limfangiogenezist €s angiogenezist elsdsorban a PGE2 EP2-hez ¢és
EP4-hez vald kotddése segiti eld. Ez kozvetiti szdmos pro-limfangiogén és pro-angiogén
faktor, mint példaul a korabban emlitett VEGF (Majumder és mtsai., 2018) termelését és
felszabadulasat. Szamos tanulmany kimutatta, hogy a COX-2 aktivitdsanak megndvekedése
emelkedett PGE2 szinthez vezet, ami tobb mechanizmuson keresztiil eldsegiti az emldrak
progressziojat, noveli az invazivitast, és serkenti a tumorhoz kapcsolodo angiogenezist (Rozic
¢s mtsai.,, 2001, Xu és mtsai., 2014), tobb angiogén utvonalon keresztiil. Laboratoriumi
vizsgalatok soran bizonyitottak, hogy ezen események elsddleges kozvetitéje a PGE2 EP4-
receptor (De Paz Linares és mtsai., 2021). Megfigyelték azt is, hogy a PGE2 vastagbél-,
nyeldcsé-, €és gyomorrak esetében egyfajta visszacsatolasi hurok révén stimulalja az
angiogenezist (7. abra). A COX-2-eredetli PGE2 indukalja a VEGF és a bFGF termelését,

amelyek a COX-2 expresszidjanak emelkedését és a PGE2 termelésének tovabbi fokozasat
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valtjak ki. Ezért ilyen esetekben a PGE2-receptorok és/vagy PGE-szintdzok megfeleld
célpontjai lehetnek a kezelésnek (Wang és mtsai., 2005).

PGE Doy,
) . Uy, 94/},

NSAIDs N o prolifericié
migracio
. w

érképzodés

7. abra: A PGE angiogenezist stimulalo utvonala (Wang és mtsai., 2005 alapjan).

2.4 Angiogenezis vizsgalata in vivo képalkoté médszerekkel

Az angiogenezis a daganatok progresszidjanak ¢€s metasztazis képzésének
elengedhetetlen része, ezért a primer tumorok és az attétek érképzddését célzd nem invaziv
molekularis képalkot6 technikak rendkiviil hasznos diagnosztikai lehetdséget nydjthatnak. A
SPECT és a PET nemcsak a rosszindulatu elvaltozasok kimutatasaban lehet hasznos, hanem
az antiangiogén terapiakra valdsziniileg jol reagald betegek kivalasztasaban, illetve a célzott
kezelés sikerének megerdsitésében is. Ezenkiviil a nuklearis képalkoto technikak segithetnek
az 1j, angiogenezisre iranyul6 gyogyszerek kifejlesztésében és validalasaban is. A képalkotas
a harom f6 pontra fokuszalodik: (I) nem endotélsejtes célpontok, (II) endotélsejtes célpontok
és (III) extracellularis matrixfehérjék és matrixproteazok (Asabella és mtsai., 2017). Mivel az
angiogenezis egy osszetett folyamat, melyben szamos kozvetité molekula/receptor szerepet
jatszik, a molekularis képalkotas szempontjabdl is szamos potencialis célpont létezik. Ezek a
célpontok kozvetett célpontokra (pl. gliikkoz anyagcsere, vagy hipoxia - amelyek csak kozvetve
allnak Osszefiiggésben az angiogenezissel) (2. tablazat) és kozvetlen célpontokra (a sejteken
vagy a sejt kozelében 1évo specifikus receptorok, amelyek kozvetleniil kapcsolddnak az

angiogenezishez) (3. tablazat) oszthatok (Florea és mtsai., 2021).
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2.4.1 Az angiogenezist kozvetetten megjelenité farmakonok

2. tablazat: Az angiogenezis képalkotasban hasznalt kozvetett markerei, a: klinikai

alkalmazasban, b: klinikai kutatasban, c: in vivo preklinikai vizsgalatokban

2-[®F]-FDG? PET gliikk6z anyagcsere
[1SFJHX4P PET hipoxia
["*F]FMISOP PET hipoxia
['F]FAZAP PET hipoxia
[18F]-SAV03¢ PET MMP
[8Ga]Ga-NOTA-C6° PET MMP

Szamos az angiogenezist kozvetetten megjelenitd PET farmakont ismeriink, ezek
koziil néhanyat sorol fel a 2. tablazat. A 2-[!8F]FDG a legrégebben és igen széles korben
alkalmazott tumormarker a PET képalkot6 technologidban. Azonban a klasszikus szerepén til
részben az angiogenezis kozvetett markereként is hasznalhatd, amint azt Staruss és
munkatarsai kimutattak. Munkajuk soran megéllapitottdk, hogy a 2-[*®F]FDG kinetikajat az
angiogenezissel kapcsolatos gének modulaljak: bizonyitottak, hogy a 2-[1®F]FDG transzport
sebessége magasabb az emelkedett VEGF-A ¢és angiopoietin-2 expressziojaval rendelkezé
tumorokban (Strauss és mtsai.,, 2008). Azonban egy Guo és munkatarsai altal végzett
immunhisztokémiai vizsgalatban nem talaltak korrelaciot az 2-[*®F]JFDG felvétel és a
mikroerek stirlisége k6zott (Guo és mtsai., 2006). Ugyanakkor szamos tanulmany ramutatott
arra, hogy a bevacizumabbal végzett terapia soran az 2-[*8F]FDG PET hatékony modszer lehet
a tulélés eldrejelzésére (De Bruyne és mtsai., 2012, Hwang és mtsai., 2017).

A daganatok hipoxidjanak vizsgalata is szolgaltathat kdzvetett informaciot az angiogenezisrol.
Cher és munkatérsai arra az eredményre jutottak, hogy a daganat gradusa, az angiogenezis
markerek és a [\®F]JFMISO PET kozott szoros Osszefiiggés van (Cher és mtsai., 2006). A
[*®F]FMISO egy olyan 8F- jelzett nitroimidazol vegyiilet, mely oxigén jelenlétében a
sejtekben oxidalodik, annak hidnyaban viszont tartésan kotddik egyes sejtkomponensekhez.
Egy masik, alternativ PET hipoxia tracer a [*®F]FAZA, amely a MISO-hoz képest jobb
farmakokinetikaval ¢és biodisztribucioval rendelkezik, illetve jobb tumor-hattér aranyt
mutatott a vizsgalatok soran (Quartuccio és mtsai., 2018, Stieb és mtsai., 2018). A
[*®F]Flortanidazol ([*®F]HX4) egy harmadik generacids nitroimidazol alapt hipoxia marker,

mely még jobb closzlast és még gyorsabb kiiiriilést mutat (Sanduleanu és mtsai., 2020) és
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ugyan kozvetlen 0sszefiiggését az angiogenezissel még nem vizsgaltak, de ezen a teriileten is

igéretes PET radiofarmakon lehet.

A fentieken tal a képalkotas célpontjai lehetnek az intacellularis matrixon 1évé matrix
metalloprotindzok is, mivel ezek kulcsfontossagu enzimek a daganatok progresszidjaban,
tobbek kozott elosegitik a jelatvitelt és az invaziot, valamint az angiogenezisben is szerepet
jatszanak (Gialeli és mtsai., 2010). Jelenleg 23 kiilonb6z6 MMP ismert, de leginkabb az MMP-
2 és az MMP-9 (a zselatinazok) keriilt a kutatdsok kozéppontjaba. Az (2R)-2-[4-(6-
[*8F]fluorhex-1-ynyl)-benzolszulfonil-amino]-3-metil-vajsavat ([*®F]F-SAV03) az MMP-2
PET leképezésére fejlesztették ki (Furumoto és mtsai., 2003). Az angiogenezissel vald
korrelacid6 mértéke azonban még nem bizonyitott a képalkotas teriiletén, és tovabbi
kutatasokra van sziikség (Florea és mtsai., 2021).

A prosztata specifikus membran antigén (PSMA) a prosztatardk jol ismert célpontja, €és bar a
PSMA nem feltétleniil expresszalodik a nem prosztata eredetli daganatokban, és egyaltalan
nem az egészséges érrendszerben, a tumorral kapcsolatos neovaszkularis endotél sejtekben
eléfordul a megjelenése. Kimutattak, hogy a PSMA expresszidja olyan tumorokban kifejezett,
amelyek kritikusan fliggenek az angiogenezistdl (Bostwick és mtsai., 1998). Nevével
ellentétben azonban a PSMA szamos nem prosztataszovetben is kifejezddik, beleértve a
nyalmirigyeket, a veséket és a gasztrointesztinalis nyalkahartyat. A PSMA expressziojat
szamos szolid tumor szovetében (mint példaul a primer agydaganatok, tiidérak, emldrak,
gasztrointesztinalis tumorok, vesesejtes karcinoma (RCC), adenoid cisztikus és acinus sejtes
nyalmirigy karcindma) és a tumorokhoz kapcsolodd neovaszkuldris endotél sejteken is
kimutattdk. A PSMA-nak funkcionalis szerepe van a tumorokon beliili angiogenezis
elésegitésében, ezzel szemben ez a funkcid hidnyzik a normal szévetekbdl (Wang és mtsa.,
2023) A PSMA jelenléte tobb daganattipusban is 6sszefiiggésben lehet a tumorprogndézissal.
Ilyenek lehetnek tobbek kozott a fej-nyaki laphamsejtes karcindmak, az oszteoszarkoma, a
vastagbélrak ¢és a tiidorak, azonban a mellékvesekéreg és a gyomorkarcinomak esetében nem
mutattak ki dsszefliggést a PSMA felvétel és a tumor stadiumbesorolasa kozott (Backhaus és

mtsai., 2018).

Tekintettel a ciklooxigenaz-2 (COX-2)/prosztaglandin E2 (PGE2), a PGE2-receptorok (EP-k)
€s a karcinogenezis kozotti szoros kapcsolatra, szdmos kutatds indult a mogottes atfogd
molekularis mechanizmusok intenziv vizsgalatara (Tong és mtsai., 2018). A COX2/PGE2/EP

tengely egyes részeit specifikusan célzd6 molekuldk igéretesek lehetnek a diagnosztikus
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képalkotas sordan példaul a PGE2-pozitiv daganatos elvéltozasok korai diagnosztikdjaban,

valamint a rosszindulatu elvaltozasok elleni 0j terapias gyogyszerek tervezésében.

Mais makrociklusos vegyiiletekkel Gsszehasonlitva a ciklodextrineket hasznaljak messze a
legnagyobb mértékben a ,,gazda-vendég” komplexkémiai alkalmazasokban és az orvosi
képalkotasban, szerkezeti elényeik és a zarvanykomplexek kialakitadsara vald robusztus
képességiik miatt (Wankar és mtsai., 2020, Wang és mtsai., 2020). Egy zarvanykomplex ugy
jon létre, hogy egy vendégmolekula részben vagy teljesen bezaroddik a gazdamolekula belsé
iregébe (Stella és mtsa., 2008, Del Valle, 2004). A ciklodextrinek altalaban a hidrofob
vegyiiletekkel képeznek ilyen zarvanykomplexeket. (Wang és mitsai., 2020, Rekharsky és
mtsa., 1998, Hadaruga és mtsai., 2018). A véletlenszertien metilalt -CyD (RAMEB) PGE2-
vel vald komplexképzésrdl Sauer és munkatdrsai szamoltak be eldszor. Vizsgélatuk sordn in
silico sziirés technikat hasznadlva a RAMEB mutatta a legnagyobb affinitast a PGE2 felé és a
kapillaris elektroforézis kisérletekben is képzett a RAMEB a PGE2-vel zarvanykomplexeket(
Sauer és mtsai., 2017). Ezen eredmények alapjan egy 2020-as tanulméanyunkban a [®3Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB vegyiilet szintézisének megvalositasat tiiztiik ki célul, hogy a tumorok
progresszidjaban és az attétek kialakuldsaban fontos szerepet jatszo PGE2 specifikus tumort
célzo vegyiiletet nyerjiink. Az eléallitott vegyiiletet in vivo BxPC3 (PGE pozitiv) és PancTu-
1 (PGE negativ) tumort hordozd és egészséges egereken teszteltiik. A dinamikus PET
képalkotast a beadastol 90 percig végeztiik. Eredményeink azt mutattak, hogy a [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB az egészséges allatokban 90 perc elteltével mar csak a vesékben és a
vizeletben volt detektdlhatd kis mennyiségben, mikdzben a tumoros allatok esetében
felhalmozddasa szignifikansan nagyobb volt a BxPC3 tumorokban, mint a PancTu-1-ben; a
vizsgalt idotartam alatt a legmagasabb tumor/hattér aranyt (T/M) 80-90 perccel az injektalast
kovetéen kaptuk. A T/M standardizalt felvételi értékek (SUV) 10-szer alacsonyabbak voltak
a PancTu-1 tumorokban, mint a BxPC3 tumorokban, dsszhangban az immunhisztokémiai
eredményekkel (Trencsényi és mtsai., 2020). Mindez megerdsitette a %8Ga-jelzett RAMEB
magas PGE2-szelektivitasat, illetve bizonyitotta, hogy a jel6lt CyD-szarmazékok alkalmasak
pozitron emissziés tomografias felhasznalasra in vivo preklinikai kisallat modelleken.
Késziiltek mar tanulmanyok a NODAGA vagy DOTAGA kelatorral konjugalt, Gallium-68
(8Ga) és Bizmut-205/206 (2%52%Bi) kotésti B-ciklodextrin vegyiiletek diagnosztikai, illetve
terapias célu alkalmazasardl is preklinikai modelleken (Hajdu €s mtsai., 2019), (Csige és
mtsai., 2022,). Ezekben a tanulmédnyokban az egészséges egereken végzett dinamikus PET

vizsgalatok sordn hasonldé megallapitasokra jutottak, vagyis az alkalmazott ciklodextrin
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szarmazékok - tobbek kozott a [*8Ga]Ga-NODAGA-HPBD is - 90 perccel az injektalast
kovetden mar csak a vesékben és a vizeletben volt kimutathat6. Mindezek a PGE2 pozitiv

daganatok személyre szabott PET diagnosztikdjanak kifejlesztését segithetik eld.

2.4.2 Az angiogenezist kozvetleniil megjelenité farmakonok

A VEGF receptort célzo, 12I1- vagy ®1-jelzett VEGF165/121 volt a legintezivebben
kutatott nyomjelzé a kétezres évek elején. Ezeken tul vizsgaltdk még a [*"Tc]VEGF121, a
[**In)VEGF165, a [**Cu]Cu-DOTA-VEGFI121 ¢és a [**Cu]VEGF121, valamint a
Bevacizumab két radioaktivan jelolt valtozatat is. Li és munkatarsai mar 2001-ben
bizonyitottdk, hogy in vitro a [**IJVEGF165 szdmos emberi daganatos sejthez/szdvethez
kotddik, mikozben elenyészd a halmozodas az egészséges szovetek esetében.

3. tablazat: Képalkotasban hasznalt kozvetlen angiogenezis markerek, a: klinikai

alkalmazasban, b: klinikai kutatasban, c: in vivo preklinikai vizsgalatokban (forras Florea és

mtsai., 2021)

[']]-VEGF165° SPECT VEGF

[**Cu]Cu-DOTA-scVEGF© PET VEGF

[#?mTc] Te-HYNIC-sc VEGF¢ SPECT VEGF

897r-jelzett Bevacizumab® PET VEGF

]n-jelzett BevacizumabP SPECT VEGF
PmTe-jelzett anti-ED-B fibronektin antitest® SPECT integrinek
123]-jelzett anti-ED-B fibronektin antitest® SPECT integrinek
"6Br-jelzett anti-ED-B fibronektin antitest® PET integrinek
[18F]F-Galacto-RGDP PET integrinek
['*F]fluciclatide® PET integrinek
['*FIRGD-K 5" PET integrinek
['®F]F-FB-RGD*® PET integrinek
[8F]F-PEG-RGD2¢ PET integrinek
[**Ga]Ga-NODAGA-RGD" PET integrinek
PmTe-jelzett NGR® SPECT APN/CD13
[$3Ga]Ga-NOTA-c(NGR)® PET APN/CD13
04Cu-jelzett NGR® PET APN/CD13
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Az ezt kovetd években tobb kutatdcsoport is foglalkozott radioaktiv joddal jelzett VEGF
molekula felhasznalasaval végzett képalkotassal, preklinikai modelleken (Backer és mtsai.,
2007, Yoshimoto és mtsai., 2006, Blankenberg és mtsai., 2004). Backer és munkatarsai egy
preklinikai vizsgalat soran tumoros egérmodellen mind a **™Tc-, mind a ®*Cu-jelzett scVEGF
esetében jelentds, bar heterogén felhalmozddast mutattak ki a tumorok teriiletén (Backer és
mtsai., 2007). Mivel azonban a jelolt VEGF molekulak koziil csak kevés jutott tal a preklinikai
fazison ¢és érte el klinikai vizsgalatokat, ezért egy alternativ modszer keriilt az érdeklddés
kozpontjaba, a radioaktivan jelolt Bevacizumab. Az eldzetes preklinkai vizsgalatokat
kovetden a klinikai tesztek soran a ®Zr-jelzett bevacizumab hasznalatival végzett PET
képalkotas vesekarcinomas betegeken jol értékelhetének bizonyult (Nagengast és mtsai.,
2007, Oosting és mtsai., 2015). A tovabbi vizsgalatok még folyamatban vannak, de a
[*2I)VEGF vizsgalatokhoz hasonléan a [®°Zr]Bevacizumab is hasznos prognosztikai
eszkoznek bizonyulhat.

Mivel az egészséges endotélsejtek csak elenyész6 mértékben fejeznek ki integrineket, viszont
a tumoros sejtek felszinén és a tumorokban fejlédd erekben elsdsorban az avPz nagy
mennyiségben van jelen, ezért elsédleges célpontok lehetnek a képalkotasban. Az integrinek
célozhatdk a viszonylag nagyméretli radioaktivan jelolt fibronektin segitségével. Korabbi
vizsgalatok soran mind in vitro, mind in vivo koriillmények kozott megfeleld eloszlast és tumor
halmozédast mutattak ki a %°MTc-, 1231-, 124]- &s "®Br- izotopokkal jelzett human rekombinéns
anti-ED-B fibronektin antitest fragmentumok esetében (Berndorff és mtsai., 2006, Tijink és
mtsai., 2009). Egy klinikai vizsgalat soran, amikor %I-jelzett dimer L19 [L19(scFv)(2)]-et
alkalmaztak husz tiid6-, vastagbél- vagy agydaganatos beteg vizsgalatahoz (Santimaria és
mtsai., 2003), a szerzok a rendkiviil agressziv, gyorsan novekedé daganatokban allapitottak
meg jelentds halmozodast, igy felvetették az esetleges terapias alkalmazas lehetdségét.

Az antitestfragmentumokhoz képest az RGD peptidszekvencia konnyebben eléallithatd €s
konnyebben kezelhetd, emiatt gyakrabban alkalmazott. A linearis és a ciklikus RGD peptidek
is felhasznalhatoak avfs- integrint célzo radiotracerek fejlesztésére. Bar a linearis valtozatok
in vitro vizsgalatokban jobb kotddést mutattak, in vivo kdriilmények kozott a ciklikus RGD
bizonyult jobbnak. Ennek okat abban latjak, hogy a linedris peptidek instabilabbak és
érzékenyebbek a proteazokkal szemben (Bogdanowich-Knipp és mtsai., 1999, Tornesello és
mtsai., 2017). Ennek megfelelden a legigéretesebb RGD peptidek ciklikusak és kis méretiiek.
A biodisztribucié és a farmakokinetika javitasa érdekében az RGD szerkezetét tobben is
modositottak kiilonbozé csoportok segitségével. A [*F]F-Galacto-RGD az egyik legtobbet

vizsgalt valtozat, mely mind a preklinikai, mind a klinikai vizsgalatokban jo farmakokinetikai
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tulajdonsagokat mutatott, specifikus kotddés mellett, szamos daganattipus esetében (pl:
rosszindulati melanomak, glioblasztomak, fej- és nyaki tumorok, szarkomak, vesesejtes
rakok, nem Kkissejtes tiidorakok és prosztatarakok). Legfontosabb alkalmazasi teriilete a
gliomak lehetnek, mert az egészséges agyszovetben nem mutatott magas halmozodast (Chen
és mtsai., 2016). A GE Healthcare altal kifejlesztett [1®F]Fluciclatid és a Siemens Molecular
Imaging Inc. altal kifejlesztett [*®FJRGD-KS5 bar megfeleld tulajdonsagokat mutattak a
preklinikai vizsgélatokban, hosszadalmas és néha bonyolult szintézisilk miatt nem tudtak
elterjedni (Chen és mtsai., 2016). 2004-ben egy kutatocsoport egy pegilalt [**F]F-PEG-RGD
analdgot hasonlitott fluorobenzoil jeldlt véaltozatahoz ([*®F]F-FB-RGD) és azt talaltak, hogy a
pegilalas jobb tumorfelvételt, de lassabb kiiiriilést eredményezett (Chen X. és mtsai., 2004).
Egy masik lehetséges modositas a dimerizacid, mely az alapvetd szerkezetet nem maodositja,
mégis az RGD szekvencia megndvekedett szdmanak kdszonhetden javitania kell a molekula
affinitasat. ®"Tc- és 8Ga-jelzett RGD vegyiiletek esetében is alkalmaztak dimerizaciot, mely
modositott ugyan a farmakokinetikan, de altalaban a tumor/hattér arany azonos maradt
(Lobeek és mtsai., 2020, Shi és mtsai., 2008). 2011-ben a [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD
szintézisére dolgoztak ki egy igen rovid és j6 hozamu eléallitasi modot és a [$Ga]Ga-DOTA-
RGD-vel 6sszehasonlitva gyorsabb kiliriilést és jobb tumor/hattér aranyt tapasztaltak (Knetsch
és mtsai., 2011). A kelatorokon keresztiill RGD-hez kapcsolt ®8Ga- vegyiiletek preklinikai
vizsgalatokban igéretesnek mutatkoznak, bar a klinikai 6sszehasonlitas még hianyzik (Provost
és mtsai., 2019, Pirooznia és mtsai., 2020, Isal és mtsai., 2018). Mind a ‘®F-, ¥Ga-, mind a
9MTc-jelzett RGD szarmazékok elényei egyre inkdbb megmutatkoznak elsdsorban fej-nyaki
daganatok esetében, de hogy végiil melyik valtozatot keriil be a mindennapi klinikai rutinba
az még kérdéses (Zheng és mtsai., 2019, Li és mtsai., 2018, Florea és mtsai., 2021).

T6bb tanulmany is beszamolt mar arrol, hogy a CD13 a tumorokban, illetve az ott kialakult
erek endotélsejtjeiben fokozott mértékben fejezddik ki, emiatt idedlis célpontnak tiinik
képalkotas szempontjabol is (Ikeda és mtsai., 2003, Pang és mtsai 2016, Shimizu és mtsai.,
2002). Kimutattak azt is, hogy az aszparagin-glicin-arginin (NGR) szekvenciat tartalmazo
peptidek specifikusan kétddnek a CD13 (aminopeptiddz N) metallopeptidazhoz, és az elmult
években szamos analdgjat szintetizaltik, majd jeldlték radioaktiv izotoppal. A kezdeti *™Tc-
jelzett monomerekrél gyorsan attértek a kutatok a multimer peptidekre, mivel ezek jobb
kotédést mutattak (Ma és mtsai.,, 2013, Ma ¢és mtsai.,, 2014, Persigehl €s mtsai 2014).
Munkacsoportunk 2015-ben végezte a ®Ga-jelzett NOTA-c(NGR) farmakon képalkotasi
tulajdonsagainak Osszehasonlitdsat a kereskedelmi forgalomban kaphato [%®Ga]Ga-

NODAGA-[c(RGD)]2-vel. Vizsgalataik azt mutattak, hogy egészséges allatokban a [*8Ga]Ga-
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NOTAC(NGR) 90 perccel az injektalas utan csak a vesékben és a vizeletben kimuathato,
ellentétben a [*8Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]2-vel, mely a méjban is nagyobb mértékii
halmozédast mutatott. A tumoros allatok vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a [*3Ga]Ga-
NOTACc(NGR) jelentésen nagyobb mértékben halmozodott mind a primer tumorban, mind a
metsztazisokban, mikdzben az egyéb szervekbdl gyorsabban kiiiriilt (Maté és mtsai., 2015).
Az utdbbi idében is folyamatosan zajlanak a fejlesztések, tobb 11j *8Ga- és **Cu- jelzett NGR
vegyllet is megfeleld tumor/hattér aranyt mutatott az alkalmazott preklinikai modellekben. A
Gao ¢és munkatarsai altal vizsgalt [*®Ga]Ga-DOTA-GGGCNGRC felvétele példaul
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a 2-[®®F]FDG-¢ a jol differencialt hepatocellularis
karcinoma xenotranszplantatumban, ami alapjan a szerzOk javasolnak a tovabbi klinikai
vizsgalatokat. (Gao és mtsai., 2017). Kis és munkatarsai tobb kiilonbozé *8Ga-jelzett NGR
valtozatot hasonlitottak Ossze preklinikai modelleken PET/MRI segitségével. Az altaluk
hasznalt vegyiiletek koziil a primer tumorokban mind a NOTA, mind a NODAGA kelatorral
konjugélt cNGR magas halmozddast mutatott, ami alapjan mind a két molekulat igéretes
angiogenezis markernek tartjak (Kis és mtsai.,, 2020). Egy masik kutatocsoport célja a
[8Ga]Ga-NODAGA-NGR (NGR monomer) és a [%Ga]Ga-NOTA-(NGR)2 (NGR dimer)
Osszehasonlitdsa volt. Tapasztalataik alapjan mind a két altaluk vizsgalt vegyiilet jol
halmozodott a tumorokban, azonban az NGR dimer esetében kissé magasabb volt a tumor-
izom arany, ugyanakkor magasabb halmozodasat mutattak ki a majban és a 1épben (Israel és
mtsai., 2021).

Az NGR peptidek koziil még egyet sem vizsgaltak klinikai koriilmények kozott, igy a valodi
rutinszerl diagnosztikai értékét még nem ismerjiik. Azonban nemrégiben Gai és munkatarsai
készitettek egy kettds receptor ligandot, amelynek kettds célpontja az avPs integrin és az
Aminopeptidaz N. A [%Ga]Ga-NGR-RGD nagyobb kétési affinitast, célzott hatékonysagot és
a tumorbol hosszabb kiiiriilési idét mutatott a monomer [*8Ga]Ga-NGR-hez és a [*Ga]Ga-
RGD-hez képest (Gai és mtsai.,, 2019). Ezek alapjan elképzelheté, hogy a klinikai
alkalmazasokban, a diagnosztikdban ¢és esetleg a terapidban is, a multimer, tobb receptorral

rendelkez6 peptidek jelenthetik a megoldast.

2.5 In vivo metasztazis modellek

Habar napjainkban az in vitro koriilmények kozott a haromdimenziés tenyészeteken

végzett attétképzodési vizsgalatok jelentdsek, ezek a rendszerek csak korlatozott 1€épések
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vizsgalatat teszik lehetdvé. Tumorok metasztazisképzésének minden aspektusat nehéz in vitro
reprodukalni, igy nem kovethet6 talan a legfontosabb, az immunrendszer szerepe. Ebben a
tekintetben a laboratériumi tumoros allatmodellek az in vitro vizsgalatok logikus
tovabbfejlesztését jelentik. Az in vivo metasztazismodellek kialakitasa harom lehetséges
modszerrel torténhet. Ezek kozé tartozik a kémiai indukcid, amelynek sordn rakkeltd
anyagokat juttattnak az allat szervezetébe a tumor ndvekedésének és attétképzodésének
elOsegitésére, a masodik lehetséges mddszer a transzplantaciés modellek hasznalata, amely
soran tumoros sejtek vagy tumordarabok beinjektalasat végzik kisérleti allatokba, valamint
elérhetéek még kiillonb6z6 genetikailag modositott egérmodellek. A mesterségesen kialakitott
modellek mellett bizonyos vizsgalatok esetében hasznalnak még elsGsorban haziallatként
tartott daganatos megbetegedésben szenvedd kutyékat is, ezeket 6sszehasonlitd vagy spontan
modelleknek is nevezik (Khanna és mtsa., 2005). Az attétképzOdés vizsgalatahoz tokéletes in
vivo modell eléallitasa szinte lehetetlen, mivel egyetlen modell sem képes teljes mértékben
modellezni a human megbetegedések minden folyamatat, illetve a terdpiara adott valasz is
csak megfeleld keretek kozott értelmezhetd. Ezért a preklinikai vizsgalatok esetében a
kovetkeztetéseket tobb platformon elvégzett kisérlet alapjan allapitjdk meg, hogy

kikiiszoboljék az egyes modellek korlatait.

2.5.1 Kémiailag indukalt metasztazis modellek

A kémia rakkeltd anyagok segitségével l1étrehozott metasztazismodellek koziil az egyik
legismertebb a DMBA (7,12-dimethylbenz[a]anthracene)/TPA(12-Otetradecanoylphorbol-
13-acetate) altal kivaltott megbetegedés. Magahoz a primer tumor indukciéjahoz a DMBA-t
az allat borfelszinén alkalmazzdk (Abel és mitsai., 2009). Egy héttel a DMBA kezelést
kovetden kéthetente TPA-t alkalmaznak, hogy serkentsék a tumor novekedését. A DMBA
karosodast idéz el6 a DNS-ben ezzel ndvelve a daganat kialakulasdhoz sziikséges elvaltozasok
es¢lyét. A TPA tobbszori alkalmazésa pedig eldsegiti a tumor novekedését azaltal, hogy tobb
jelatviteli ttvonal pl. PKC-Ras/MAPK miikddését/szabalyozasat befolyasolja (Kemp, 2005,
El-Shermerly és mtsai., 1997, Rundhaug és mtsa., 2010). A DMBA alkalmazasat kovetoen 6-
8 héttel alakulnak ki a joindulatt elvaltozasok, majd a promocios fazis (6-12 honap) soran nd
ezek szama ¢és atalakulnak malignus formakka. Amint a daganatos sejtek elérik a dermiszt és
a bor alatti rétegeket megkezdddik a metasztatizacio a lokalis nyirokcsomodkba és a tavoli

szervekbe, mint példaul a tiidé. A modszer legnagyobb elénye, hogy a borfelszinen/bérben
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névekvo primer tumor kdnnyen nyomon kdvethetd, azonban a metasztazisok vizsgalata esetén
nem idedlis, hogy a kezelt allatok mindossze 5 - 10%-andl alakul ki az invaziv laphamsejtes

karcinoma, illetve hogy a metasztazisok kialakulasa akar 6-12 hénapot is igénybe vehet.

id6 0 1-2hét 6—8hét 20 hét 50 -52 hét

DMBA (25mg) TPA (7,6nmol) kezelés kéthetente
— metasztazis

8. dbra: Tumor és metasztazisok kialakuldsdnak idovonala kétlépéses karcinogenezis soran.

A human hepatocellularis karcindmak leggyakrabban a tiidébe, a nyirokcsomokba, a
mellékvesébe illetve a csontokba képzett attétekkel rontjdk a betegek tulélési esélyeit
(Kummar és mtsa., 2003). Ennek a megbetegedésnek a vizsgalatahoz Fischer 344 (F344)
fajtaju patkanyokban kémiailag indukalt tumorok hasznélhat6ak. Ha a F344 patkanyoknak
intraperitonialis injekcié formajaban egyszeri 100mg / testtomegkilogram dietilnitrézamint
(DEN) adunk, akkor majtumor alakul ki az allatokban. Amennyiben tovabbi oralis
adagolasban N-nitrozomorfolint (NMOR) kapnak 14-24 héten keresztiil, akkor a kisérleti
allatokban minden esetben 1éziok fejlédnek ki a tiidében (Futakuchi és mtsai., 1999, Futakuchi
¢és mtsai., 2004).

A kémiailag indukalt daganatok esetében elmondhatjuk, hogy nagyon hasznos modellek
lehetnek a preklinikai kutatasokban, hiszen a betegség lefolyasa rendkiviil nagy hasonldsagot
mutat a human megbetegedésekkel, igy segitve a tumor formalodas €és a metasztazisok
kialakulasanak komplex vizsgalatat. Azonban a metasztazisok kifejlédéséig bizonytalanul

hosszl id6 telhet el, ami igy neheziti a kisérlettervezéseket (8. abra).

2.5.2 Transzplantaciés tumor modellek

A transzplantacios metasztazis modellek azon alapulnak, hogy a kisérleti allatba (human
eredetli (xenograft) vagy sajat fajtajabol szarmazoé (syngenic/allograft) tumoros sejteket vagy

szovetdarabot juttattnak. Ezekkel a modszerekkel a metasztazisok kialakuldsanak kiillonb6zd
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molekularis szintii mechanizmusai vizsgéalhatok, illetve az 1j metasztatizaciot akadalyozo

kisérleti terapiak kovetésére is alkalmasak.

4. tablazat: Xenograft transzplantacios modellek elényei €és hatranyai.

A gybgyszerek hatékonysaga human Az immunhianyos allatok hasznalata
eredetli tumorokon tesztelhetd. korlatozza az immunrendszer hatasanak

értékelését.

Megdrzédik a human tumor genetikai Hosszabb latencia
heterogenitdsa.
Lehetséges az egyénre szabott A kdrosodott endokrin rendszer
molekularis terapia. korlatozza a terapids alkalmazasok
tesztelését.

tobbféle terapiat lehet értékelni Az eltérd fajok miatt kialakulé interakcidk
ugyanazon a sejtmintan a tumor és mikrokornyezete kozott.
A tumor koruli sztroma is A kisérleti allatok tartasa koltséges, a

transzplantalhatd, ami elGsegitia specialis patogén mentes korilmények

mikrokornyezet tanulmanyozasat miatt.

Alacsony a metasztazis kialakulasanak
esélye.

A xenograft transzplantacidé soran humdén eredeti tumorbol szarmazd sejteket vagy
szovetdarabokat {iltetnek egy erre megfeleld laboratoriumi ragesaloba. A betiltetett idegen
sejtek, szovetek kilokddésének gatlasat a hordozd allat immunrendszerének elégtelen
mitkddésével érik el (4.tablazat). Az ilyen kisérleti allatmodellek l1étrehozasdhoz genetikailag
modositott egértdrzseket hasznalnak, mint példaul a nude, NOD (non-obese diabetes) a SCID
(severe combined immundefficiency) és a RAG (recombination activating gene) egértorzsek
(Belizario, 2009). A NOD/SCID egerek szervezetében példaul nincsennek B- és T-sejtjek és
természetes 0losejtek (NK), a nude egerekben a B-sejtek, dendritikus sejtek és granulocitak
funkcidja korlatozottnak tekinthetd, bar ez az NK-sejtek ¢és makrofagok aktivitasanak
kompenzacios novekedésével jar egylitt. Ezeken tul 1éteznek olyan, az immunitassal szinte
egyaltalan nem rendelkezd specialis egértorzsek, mint példaul a NOD/SCID/IL-2Ry egerek
(amelyekbdl hianyoznak a B-, T- és NK-sejtek, és diszfunkcionalis makrofagokat és
dendritikus sejteket tartalmaznak) (Belizario, 2009, Ito és mtsai., 2002), amelyeket egyre
gyakrabban hasznalnak olyan tumorok metasztazisképzo potencialjanak értékelésére, amelyek

nem, vagy ritkan képeznek attétet kevésbé sulyosan immunhianyos egerekben.
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A szingénikus transzplanticiés modell azt jelenti, hogy a hordozo éllat azonos genetikai
hattérrel rendelkezik, mint a tumor forrasaként szolgalé éllat. Ennek koszonhetéen nem csak
a tumor ¢és mikrokornyezetének kapcsolata vizsgalhatd, hanem az éallat immunrendszerének
reakciodja is (5. tablazat). Mivel az allatok egészséges immunrendszerrel rendelkeznek, igy
ezek az allatmodellek alkalmasak lehetnek az immunterapias kutatasokra is (Belizario, 2009).
Szingénikus modellként homozigota beltenyésztett allatokat hasznalnak, igy a ndvekvo
tumorok heterogenitdsa alacsony, ezért kiilonb6z0 moddszereket alkalmaznak, hogy a

metasztazisra hajlamos/képes sejtek kiszelektalodjanak.

5. tablazat: Szingénikus transzplantacios modellek elényei €s hatranyai.

A daganat és kornyezete kozotti Az egér/patkany eredet(i transzplantalt
koélcsonhatas fajon belli. sejtek/szovetek kisebb human
relevanciaval rendelkeznek.

A daganatot hordozo allatok egészséges A beltenyésztett dllatok miatt a genetikai

immunrendszerrel rendelkeznek. valtozatossag alacsony.
A hordozo allat egészséges endokrin A kezelésekre adott valaszok eltérhetnek
rendszere lehet6vé teszi a terdpiak a human esetektdl.

tesztelését.

Az attétképzddés rovidebb latenciaja
csokkenti a transzlacio idejét.

Természetesen az, hogy a kisérleti allat testében hova keriil beiiltetésre a tumoros sejt vagy
szovetdarab befolyasolja a metasztazisok kialakulasanak helyét és valoszintiségét is (Ottewell
¢s mtsai., 2006). A lateralis farki vénaba injektalt sejtek szinte minden esetben a tiidében
hoznak 1étre attéteket (Arguello és mtsai., 1988), a kozvetleniil a szivbe injekcidzott sejtek
viszont a maj-, petefészek-, mellékvese-, csont- és agyi metasztazisok kialakuldsanak
gyakorisagat novelik (Ottewell és mtsai., 2006, Arguello és mtsai., 1988), mikozben ha a
sejteket az allat karotiszaba juttatjak, az az agyban novekedd metasztazisokat eredményez
(Lorger és mtsa., 2010). A szubkutan (s.c.) beoltott sejteket gyakran hasznaljak a
tumorformald képesség vizsgalatara, mivel a sejtek injektalasa és a primer tumor
novekedésének vizualis nyomon kovetése viszonylag egyszeriien kivitelezhetdé akar egy
tolomérd segitségével, viszont ezek metasztazis modellezésére kevésbé alkalmasak. A
szubkutan tumorimplantatumokat hasznalé modellek egyik f6 hatranya, hogy egyértelmiien
nem reprodukdljadk a gyakori emberi rdkos megbetegedések elsddleges helyét, és nem

reprezentaljak az attétek gyakori helyeit sem. Azonban amikor cytotoxikus hatdssal biro, vagy
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igéretes diagnosztikai potenciallal rendelkezd Uj molekula fejlesztése zajlik, azt kdvetden,
hogy a molekula sikeresen atment a kiilonboz6 in vitro teszteken, amelyek arra utalnak, hogy
tovabbi in vivo vizsgalatra alkalmas lehet, hagyomanyosan a human tumor xenograftokat

hasznald szubkutan transzplantacios modellt alkalmazzak (Bibby, 2004).

A transzplantacio elvégezhetd ortotopikus mddon is, amikor a tumoros sejt vagy szovet az
szarmazasi helyével megegyez6 szoveti kornyezetbe keriil. Az ortotopikus transzplantacioval
olyan tumormodellek hozhatok 1étre, amelyek jobban hasonlithatnak a human rakos
megbetegedésekre, beleértve a tumor szdvettanat, érrendszerét, génexpresszidjat,
kemoterapidra vald érzékenységét, illetve a keletkez6 metasztazisok kialakulasanak
folyamatat (Bibby, 2004, Khanna és mtsai., 2000). Ezekben a modellekben sokkal gyakrabban
fejlédnek ki metasztazisok, mint a szubkutan modellek esetén, és az a tény, hogy a spontan
metasztazisok a primer tumorbdl erednek, lehetdséget nyujt az attétképzodési folyamat
szamos kiilonb6z6 aspektusanak tanulmanyozasara (Khanna és mtsa., 2005). Az ortotopikus
transzplantacid azonban néhany tumortipus (pl. vastagbélrak) esetében technikailag nagyobb
felkésziiltséget igényel, és a primer tumor ndvekedésének nyomon kovetésére gyakran
Osszetett in vivo képalkotd technikakat érdemes hasznalni (mint példaul a SPET/CT vagy
PET/MR) (Bibby, 2004).

2.5.3 A subrenal capsule assay (SRCA) modell

A vesetok ald iiltetett human tumor xenograftokat eredetileg kemoterapids szerek
hatékonysaganak vizsgalatara dolgoztak ki (Sakai, 1985, Bogden és mtsai., 1979). A kezdeti
vizsgilatokban egy Imm3-es tumor darabot iiltettek be nude egerek bal vesetokja ald
(Edelstein, 1986). A tumordarab kis méretének kdszonheten a tumoros szovet tulélése még
az 0j érrendszer kialakulas nélkiil is biztositott volt (Edelstein, 1986). Ugyanakkor ez azt is
jelenti, hogy a modell segitségével végzett vizsgalatok eredményei a beiiltetést kovetd elsd 2
napban még kevésbé jelezhetik a vizsgalt gydgyszerek tumorndvekedést gatld hatasat, annal
inkabb a kilokddést elésegitd hatasokat. A kezdeti kutatasokban az egereket az els6tél a tizedik
napig kezelték, majd a beiiltetett tumordarab méretét a tizenegyedik napon mérték (Edelstein,
1986). A késGbbiekben a hordozo allat immunvalasza miatt, amelynek kialakulasa nagyjabol

a hetedik napra tehetd, a vizsgalatot hat napra roviditették (Bogden és mtsai 1986).
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Az SRCA technika segitségével Uzvolgyi és munkatarsai egy uj szingénikus allati
tumormodellt hoztak 1étre (Uzvolgyi és mtsai., 1990), amely segitségével a tumorprogresszio,
illetve az attétek kialakulasanak preklinikai vizsgalatait végezték. Ennek érdekében
myelomonocytas Leukémia (My), mezoblasztos nefroma (Ne) és hepatocelluléris karcinoma
(He) sejteket transzplantaltak patkdnyok bal vesetokja ala. Utobbi két tumoros sejtvonal
kémiailag indukalt kisérleti tumorokbdl szarmazott. Kordbban, SRCA modelleken végzett
szovettani vizsgalatok a paratimikalis nyirokcsomokban mutattak ki neoplasztikus sejteket.
Emiatt a vesetok ala térténd transzplantacio a paratimikalis nyirokcsomoval komplexen idealis
eszkOznek tlint a primer tumor metasztatizalasanak kutatasaihoz (Paragh és mtsai., 2005).
Késobb a modell preklinikai fejlesztése soran sikeresen integralodott a nuklearis medicina
terliletén végzett kutatadsokba is. Pozitron emisszios tomograf segitségével klasszikus PET
tracerek ugymint dezoxi-2-[*®F]fluor-D-glikoz (2-[*®F]F-FDG) ¢és [*C]C-metionin
alkalmazasaval is azonositottdk mind az elsddleges tumorokat, mind pedig az attéteket
kiilonb6z6 tumoros sejttipusok esetén (Trencsenyi és mtsai., 2009, Trencsenyi és mtsai.,

2014).

Mindezek alapjan a jovoben az SRCA széles kortien alkalmazhat6 a nuklearis medicinaban
onkologiai preklinikai vizsgalatokban. A vesetok ala torténd tumoros sejtek, szovetek
beiiltetésének segitségével tanulmanyozhatd a primer tumor ndvekedése és attétképzése,
illetve az angiogenezis egyes folyamatai, mely mind az 0j daganatellenes vegyiiletek, mind 1j
1zotopdiagnosztikai markerek fejlesztése soran hasznosnak bizonyulhat (Képes és mtsa.,
2023).
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt vegyszerek és eszkozok

Radiofarmakonok eldallitasa soran hasznalt anyagok:

QMA Sep-Pak (Plus Light) (Waters, Milford, Massachusetts, USA)

AG neutralizal6 oszlop (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA)

C18 Sep-Pak Plus (Waters, Milford, Massachusetts, USA)

Alumina Sep-Pak (Plus) (MI-026) toltet (tisztito oszlopsor) (Waters, Milford,
Massachusetts, USA)

Kriptofix 2.2.2.-t (Merck, Darmstadt, Németorszag)

vizmentes acetonitril (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

14 mg/ml koncentraci6éji K2COs-oldat (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)
20 mg TATM (ABX GmBH, Radeberg, Németorszag)

1 M HCI oldat, Normapur (VWR International Kft, Debrecen, Magyarorszag)
injekciohoz val6 viz (B.Braun Medical Inc, Melsungen, Németorszag)

10 %-o0s NaCl-injekcio (Pharmamagist Kft, Budapest, Magyarorszag)
68Ge/68Ga-generator (50 mCi, Gallia-Pharm, Eckert and Ziegler Németorszag)
0,1M ultra tiszta HCI (Merck, Darmstadt, Németorszag)

C[KNGRE]-NH2 (MTA ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport, Budapest,
Magyarorszag)

0,1 M NaHCO3 puffer (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)
p-SCN-Bn-NOTA (Macrocycles Inc., Dallas, TX, USA)

96%-o0s EtOH (Merck, Darmstadt, Németorszag )

izotonids sooldat (Fresenius Kabi Hungary Kft, Budapest, Magyarorszag)
NODAGA-[c(RGD)2] (ABX GmBH, Radeberg, Németorszag)

1M —os natrium acetat oldat (Sigma-Aldrich St. Louis, MissouriUSA)

2%-0s NaOH oldat ((Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

Oasis HLB 30mg toltettérfogatu extrakcios oszlop (Waters, Milford, Massachusetts,
USA)

Light C18 Sep-Pak oszlop (Waters, Milford, Massachusetts, USA)
6-Deoxy-6-monoamino-(2-hydroxypropyl)-p-cyclodextrin (NH2-HPBCD) (Cyclolab
Kft. Budapest, Magyarorszag)
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https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Milford+Worcester+County,+MA,+Egyes%C3%BClt+%C3%81llamok&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2AYrBeA2rqjdz17a8k8KLEzCA9ncZ2KU_H_1Lc-4JFX-ULuqUrCET_y3cBJ47p-RGK1ugM_ZFyx5Dek84UeMM8VT840vMOcxnyrdlLwyFkDalixM7VR0yV3nyrP-bCi47smpST4yy_ya8-KVQeUXD3_nFPotJCQB5LqaQSYAeWnSsAcQbrA7s1-J7hvT_U11jnjzy4Wu1B390MGYT1BnXwzIlCvJ&sa=X&ved=2ahUKEwi09_7Pn7P_AhUJHewKHWEkD30QmxMoAXoECFYQAw
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Milford+Worcester+County,+MA,+Egyes%C3%BClt+%C3%81llamok&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2AYrBeA2rqjdz17a8k8KLEzCA9ncZ2KU_H_1Lc-4JFX-ULuqUrCET_y3cBJ47p-RGK1ugM_ZFyx5Dek84UeMM8VT840vMOcxnyrdlLwyFkDalixM7VR0yV3nyrP-bCi47smpST4yy_ya8-KVQeUXD3_nFPotJCQB5LqaQSYAeWnSsAcQbrA7s1-J7hvT_U11jnjzy4Wu1B390MGYT1BnXwzIlCvJ&sa=X&ved=2ahUKEwi09_7Pn7P_AhUJHewKHWEkD30QmxMoAXoECFYQAw
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Milford+Worcester+County,+MA,+Egyes%C3%BClt+%C3%81llamok&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2AYrBeA2rqjdz17a8k8KLEzCA9ncZ2KU_H_1Lc-4JFX-ULuqUrCET_y3cBJ47p-RGK1ugM_ZFyx5Dek84UeMM8VT840vMOcxnyrdlLwyFkDalixM7VR0yV3nyrP-bCi47smpST4yy_ya8-KVQeUXD3_nFPotJCQB5LqaQSYAeWnSsAcQbrA7s1-J7hvT_U11jnjzy4Wu1B390MGYT1BnXwzIlCvJ&sa=X&ved=2ahUKEwi09_7Pn7P_AhUJHewKHWEkD30QmxMoAXoECFYQAw
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Milford+Worcester+County,+MA,+Egyes%C3%BClt+%C3%81llamok&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2AYrBeA2rqjdz17a8k8KLEzCA9ncZ2KU_H_1Lc-4JFX-ULuqUrCET_y3cBJ47p-RGK1ugM_ZFyx5Dek84UeMM8VT840vMOcxnyrdlLwyFkDalixM7VR0yV3nyrP-bCi47smpST4yy_ya8-KVQeUXD3_nFPotJCQB5LqaQSYAeWnSsAcQbrA7s1-J7hvT_U11jnjzy4Wu1B390MGYT1BnXwzIlCvJ&sa=X&ved=2ahUKEwi09_7Pn7P_AhUJHewKHWEkD30QmxMoAXoECFYQAw
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Milford+Worcester+County,+MA,+Egyes%C3%BClt+%C3%81llamok&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2AYrBeA2rqjdz17a8k8KLEzCA9ncZ2KU_H_1Lc-4JFX-ULuqUrCET_y3cBJ47p-RGK1ugM_ZFyx5Dek84UeMM8VT840vMOcxnyrdlLwyFkDalixM7VR0yV3nyrP-bCi47smpST4yy_ya8-KVQeUXD3_nFPotJCQB5LqaQSYAeWnSsAcQbrA7s1-J7hvT_U11jnjzy4Wu1B390MGYT1BnXwzIlCvJ&sa=X&ved=2ahUKEwi09_7Pn7P_AhUJHewKHWEkD30QmxMoAXoECFYQAw
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Milford+Worcester+County,+MA,+Egyes%C3%BClt+%C3%81llamok&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2AYrBeA2rqjdz17a8k8KLEzCA9ncZ2KU_H_1Lc-4JFX-ULuqUrCET_y3cBJ47p-RGK1ugM_ZFyx5Dek84UeMM8VT840vMOcxnyrdlLwyFkDalixM7VR0yV3nyrP-bCi47smpST4yy_ya8-KVQeUXD3_nFPotJCQB5LqaQSYAeWnSsAcQbrA7s1-J7hvT_U11jnjzy4Wu1B390MGYT1BnXwzIlCvJ&sa=X&ved=2ahUKEwi09_7Pn7P_AhUJHewKHWEkD30QmxMoAXoECFYQAw
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Milford+Worcester+County,+MA,+Egyes%C3%BClt+%C3%81llamok&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2AYrBeA2rqjdz17a8k8KLEzCA9ncZ2KU_H_1Lc-4JFX-ULuqUrCET_y3cBJ47p-RGK1ugM_ZFyx5Dek84UeMM8VT840vMOcxnyrdlLwyFkDalixM7VR0yV3nyrP-bCi47smpST4yy_ya8-KVQeUXD3_nFPotJCQB5LqaQSYAeWnSsAcQbrA7s1-J7hvT_U11jnjzy4Wu1B390MGYT1BnXwzIlCvJ&sa=X&ved=2ahUKEwi09_7Pn7P_AhUJHewKHWEkD30QmxMoAXoECFYQAw

p-NCS benzyl-NODA-GA (NODAGA) (Chematech, Dijon, Franciaorszag)

6-Monodeoxy-6-monoamino-randomly-methylated-beta-cyclodextrin hydrochloride

(NH2-RAMEB) (Cyclolab Kft. Budapest, Magyarorszag)

Sejttenyésztés soran hasznalt vegyszerek:

RPMI Medium 1640 + GlutaMAX™-1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

IMDM, L-Glutamine, Hepes, (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

DMEM + GlutaMAX™-1 ( Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

PBS pH 7.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

FBS, Qualified (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
MEM Non-essential Amino Acid Solution (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri,
USA)

MEM Vitamin Solution (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

Antibioitic Antimycotic Solution (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USAK)
Trypsin-EDTA Solution (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

Tumor indukcié soran hasznalt vegyszerek:

AERRANE (Izofluran) folyadék inhaléciés g6z képzéséhez (Baxter Hungary,
Budapest, Magyarorszag)
Nurofen szirup (20 mg/ml, Reckitt Benckiser Healthcare, Hull, East Yorkshire,

Egyesiilt Kiralysag)

Immunhisztokémiai vizsgalathoz hasznalt anyagok:

10%-o0s formadehid

nyul monoklonalis anti-prosztaglandinE receptor antitest(EP2/PTGER2) (Abcam,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag)

HRP-jeldlt antinytl polimer antitestet (Mach2, BioCare Medical, Oacheco, USA)
VIP-peroxidazt (HRP) (ImmPACT® VIP Substrate, Peroxidase (HRP); Vector
Laboratories, Newark, USA)

Western blott vizsgalathoz hasznalt anyagok:

RIPA puffer, dsszetétele: 50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% TritonX 100,

0,5% natrium-deoxikolat, 1 mM EDTA, 1 mM NasVO4, 1 mM PSMF, 1 mM NaF,
protedz inhibitor koktél
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Pierce BCA reagenst (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 23225)
10 %-os SDS poliakrilamid gél (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
nitrozellul6z membran (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, 1620097)

5 % BSA-t tartalmaz6 TBS-Tween puffer oldat

egér eredetli anti-patkany CD13 elleni elsddleges anitest (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, USA)

peroxidazzal konjugalt anti-egér masodlagos antitest (1:2000, Cell Signaling
Technology, Inc., Beverly, MA, USA, 7074)
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3.2 Sejtvonalak és fenntartasuk

3.2.1 Ne/De sejtek

A vizsgalatok soran alkalmazott mesoblastos nephroma (Ne/De) tumort a Debreceni
Egyetemen végzett korabbi kutatas soran allitottak el a kovetkezé6 modon (Dezs és mtsai.,
1991). Par nappal a sziiletésilk utan F344 patkanyokba 125 pg N-nitrozodimetilamint
injektaltak, sooldatban intraperitonealisan. Koriilbeliil 6 honap elteltével a kialakult tumorokat
eltavolitottak és sejtvonalat hoztak 1étre.

A Ne/De sejtek tenyésztéshez 10 (V/V)% magzati szarvasmarha szérumot tartalmazo
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) tapoldatot hasznaltunk, amelyet 1 %
antimikotikum-antibiotikum oldattal egészitettiink ki. Az egyrétegii sejtkultirakat 12 ml
tapoldatot tartalmazo T-75 sejttenyésztd flaskaban, 5 %-0s CO: szintet és 95 %-0s
paratartalmat biztositoé inkubatorban (ESCO CCI-170B-8 incubator) 37 °C —on tartottuk. A

tenyészetek passzalasat hetente 3x végeztiik.

3.2.2 He/De sejtek

A vizsgélatok soran alkalmazott hepatocellularis karcindma (He/De) tumort a
Debreceni Egyetemen végzett kordbbi kutatas soran allitottdk eld a Ne/De sejtekkel

megegyezd modon.

A He/De sejtek tenyésztéshez 10 (V/V)% magzati szarvasmarha szérumot (FBS) tartalmazo
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) tapoldatot hasznaltunk, amelyet 1 %
antimikotikum-antibiotikum oldattal egészitettiink ki. Az egyrétegii sejtkultirakat 12 ml
tapoldatot tartalmazo T-75 sejttenyésztd flaskaban, 5 %-0s CO:z szintet és 95 %-0s
paratartalmat biztositd inkubatorban (ESCO incubator) 37°C —on tartottuk. A tenyészetek

passzalasat hetente 3x végeztik.

3.2.3 HT1080 sejtek

A HT1080 (human fibroszarkéma) sejtvonalat az ATCC-t6l (Virginia, USA)

vasaroltuk. A sejtek tenyésztéshez 10 % magzati szarvasmarha szérumot (FBS) tartalmazo
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Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) tapoldatot hasznaltunk, amelyet 1 %
antimikotikum-antibiotikum oldattal egészitettiink ki. Az egyrétegii sejtkultirakat 12 ml
tapoldatot tartalmazd T-75 sejttenyésztd flaskdban, 5 %-0s CO: szintet és 95 % -0S
paratartalmat biztositd inkubatorban (ESCO CCI-170B-8 incubator) 37°C —on tartottuk. A

tenyészetek passzalasat hetente 3x végeztiik.

3.2.4 A20 sejtek

Az A20 (egér eredetii B-sejtes limfoma) sejtvonalat az ATCC-t6l (Virginia, USA)
vasaroltuk. A sejtek tenyésztéshez 10 % magzati szarvasmarha szérumot (FBS) tartalmazo
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium tapoldatot hasznéltunk, amelyet 1 %
antimikotikum-antibiotikum oldattal egészitettiink ki és naponta adagoltunk a tapoldatba
50uM mercaptoetanolt. A szuszpenzos sejtkulturdkat 12ml tapoldatot tartalmazé T-75
sejttenyészto 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

végeztik.

3.25 PancTu sejtek

A PancTu (human hasnyalmirigy adenokarcindma) sejtvonalat az ATCC-tdl (Virginia,
USA) vasaroltuk. A sejtek tenyésztéshez 10 % magzati szarvasmarha szérumot (FBS)
tartalmazo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium tipoldatot hasznaltunk,
amelyet 1% antimikotikum-antibiotikum oldattal egészitettiink ki. Az egyrétegii sejtkulturakat
12 ml tapoldatot tartalmazd T-75 sejttenyésztd flaskaban, 5 %-0s CO: szintet és 95 % -0s
paratartalmat biztositd inkubatorban (ESCO CCl-170B-8 incubator) 37°C —on tartottuk. A

tenyészetek passzalasat hetente 3x végeztiik.

3.2.6 BxPC3sejtek

A BxPC3 (human hasnyalmirigy adenokarcindma) sejtvonalat az ATCC-tdl (Virginia,
USA) vasaroltuk. A sejtek tenyésztéshez 10 % magzati szarvasmarha szérumot (FBS)

tartalmazd Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium tapoldatot hasznaltunk,
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amelyet 1% antimikotikum-antibiotikum oldattal egészitettiink ki. Az egyrétegii sejtkultarakat
12 ml tapoldatot tartalmazé T-75 sejttenyésztd flaskaban, 5 %-0s CO» szintet és 95 % -0S
paratartalmat biztositdé inkubatorban (ESCO CCI-170B-8 incubator) 37 °C —on tartottuk. A

tenyészetek passzalasat hetente 3x végeztiik.

3.2.7 B16F10 sejtek

A B16F10 (egér eredetii melanotikus melanoma) sejtvonalat az ATCC-t6l (Virginia,
USA) vasaroltuk. A sejtek tenyésztéshez 10 % magzati szarvasmarha szérumot (FBS)
tartalmaz6é 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. Az
egyrétegl sejtkultirakat 12ml tapoldatot tartalmazd T-75 sejttenyésztd flaskaban, 5 %-0s CO-
szintet és 95 % -os paratartalmat biztosit6 inkubatorban (ESCO CCl-170B-8 incubator) 37 °C

—on tartottuk. A tenyészetek passzalasat hetente 3x végeztiik.

A daganatos sejtek betiltetését minden esetben Gt-nyolc passzallas utan végeztiik. A tumor
indukciot megel6zden a sejtek életképességét minden esetben trypan-kék kizarasos teszttel

ellendriztik.

3.3 Kisérleti allatok

A Ne/De tumorok ¢és metasztazisaik vizsgalatahoz, illetve a He/De tumorok
vizsgalatdhoz 16 hetes, 250 £ 20 g sulyq, néstény F344-es patkdnyokat (n = 30) hasznaltunk.
Az allatokat konvencionalis allathazban tartottuk, ellendrzott homérséklet (24 °C + 2 °C) és
paratartalom (51 £ 10%) mellett. A mesterséges vilagitast automatikusan szabalyozott 12 oras
cirkadian ciklusokban biztositottuk. A patkdnyokat ad libitum félszintetikus takarmannyal

(Animalab Kft., Budapest, Magyarorszag) etettiik, és csapvizet kaptak.

A ciklodextrin szdrmazékok Osszehasonlitdsahoz a human eredetli tumorok vizsgalatakor
CB17 SCID immunhianyos egereket hasznaltunk (12 hetes him egereket vasaroltunk az
Innovo Kft-t6l, Magyarorszag; n = 35). Az allatokat steril koriilmények kozott tartottuk TVC
ketrecrendszerben (Techniplast, Olaszorszag), 26 + 3 °C hdémérsékleten, 52 + 10 %

paratartalom mellett, mesterséges megvilagitassal, 12 o6ras cirkadidn ciklusban. Steril ivoviz
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¢s félszintetikus takarmany (Akronom Kft., Budapest, Magyarorszag) ad libitum allt minden

allat rendelkezésére.

A B16F10 egér eredetli melanoma vizsgalatara C57BL6 egereket vasaroltunk. (n = 10) Az
allatokat konvencionalis allathazban tartottuk, ellendrzott hdmérséklet (24 °C £ 2 °C) és
paratartalom (51 £ 10 %) mellett. A mesterséges vilagitast automatikusan szabalyozott 12 6ras
cirkadian ciklusokban biztositottuk. Az egereket ad libitum félszintetikus takarmannyal

(Animalab Kft., Budapest, Magyarorszag) etettiik, és csapvizet kaptak.

A laboratoriumi allatok tartasa és kezelése a magyar torvények és az Europai Uni6 eldirasai
szerint tortént. Az allatkisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
regisztralta (regisztracios szam: 16/2020/DEMAB).

3.4 Az SRCA miitét

A patkanyokat a beavatkozashoz inhalacids kisallat altatogép segitségével (Eickemeyer
Research, Tec3, Ghislandi Kft.,, Magyarorszag) elaltattuk. Az altatashoz 3 % Aerrane
inhalacioés gozt ¢és vivogazként 0,4 liter/perc oxigént és 1,2 liter/perc dinitrogén-oxidot
alkalmaztunk, az altatas fenntartdsdhoz a Aerrane géz mennyiségét 1,5 %-ra csokkentettiik.
Az allatok bal oldaldn a bordak alatti lumbalis régiot szoértelenitettiik (A), fertdtlenitettiik, majd
a bort egy csipesz segitségével elemelve sebészi olloval bemetszettiik (B, C). Ezt kovetden a
bdr alatti izomréteget elmetszettiik, igy elértiik a bal vese teriiletét (D). Az érintett teriiletre
1zolaci0s kendot helyeztlink, majd az allat bal veséjét dvatosan a testen kiviilre mozditottuk
(E,F). Az igy hozzaférhetoveé tett vesét fiziologias sdoldat hasznalataval tartottuk nedvesen. A
capsula renalison egy Irisz ollo segitségével aprd rést vagtunk (G), majd ezen keresztiil az
elokészitett Gelaspon korongot iiltettiink be a kisérleti allatok vesetokja ala (H). A Gelaspon
korongra az elékészités soran 1x10° Ne/De sejtet 10 pl fiziologias sdoldatban szuszpendalva
helyeztiink. A beiiltetést kovetden a vesét visszaengedtiik a testbe, majd az izomréteget
osszevarrtuk (LJ), a borréteget pedig sebkapcsokkal fogtuk 6ssze (K,L). Az allatokat ébredésig
feliigyeltilk, majd fajdalomcsillapitds céljabol nem-szteroid gyulladascsokkentd hatast,

ibuprofen szuszpenziot kaptak (Nurofen szirup 10 mg/kg).
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9. abra: Az SRCA miitét 1épései.

3.5 Paratimikalis nyirokcsomoé atiiltetése

Az allatokat, melyeknek a vesetokja alatt Ne/De tumor novekedett, 14 nappal a Ne/De
sejtek beiiltetését kovetden exterminaltuk 5 % izoflurdn alkalmazasaval. Ez kovetden feltartuk
a patkanyok mellkasat, az attétet hordozd nyaki nyirokcsomot eltavolitottuk, majd kisebb
darabokra vagtuk. Ezeket a darabokat iiltettiik be SRCA miitét segitségével ijabb allatok

vesetokja ala, az el6zével megegyezd modon (10. abra).
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10. abra: A folyamat egy részletének egyszerisitett illusztracioja, Ne/De (mesoblastos

nephroma) tumoros kutatés feltiintetésével.

3.6 Tumorok szubkutan indukcidja

Az egereket a beavatkozashoz inhalacids altatas segitségével elaltattuk. Az altatashoz 3
% Aerrane inhalacios gbzt és vivogazként 0,4 liter/perc oxigént és 1,2 liter/perc dinitrogén-
oxidot alkalmaztunk, az altatds fenntartdsdhoz a Aerrane gdéz mennyiségét 1,5 %-ra
csOkkentettiik. Az allatokon a bal lapocka feletti teriiletet szOrtelenitettiik, ferttlenitettiik, ezt
kovetden a bort egy csipesz segitségével elemelve 100-120 pl 5x10° sejtet tartalmazod
fiziologias sdoldatos sejtszuszpenzidt juttattunk egy fecskendo segitségével kozvetleniil a bor

ala.
3.7 Felhasznalt radiofarmakonok
3.7.1 2-[®F]FDG szintézis
Az 2-[*®F]FDG eldallitasa a Nuklearis Medicina Intézetben napi szinten rutinszeriien

torténik, els6sorban onkoldgiai betegek diagnosztikai vizsgalatanak céljabol. A gyartashoz

sziikséges 18F -ion létrehozasa ciklotronban megy végbe 2O-dusitott viz felhasznalasaval. Az

43



igy eléallitott ®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 ['® F]fluorid reakcidja 85°C-on megy végbe a
TATM-al. A nukleofil szubsztiticio terméke a 1,3,4,6(TA-[**F]FDG). A molekula még védé
acetil-csoportokat tartalmaz, ezeket savas kozegl hidrolizissel tavolitjak el, amihez sosavat
hasznalnak. A hidrolizist magasabb hdémérsékleten (120°C) ¢és nyomas alatt (zart
reakcidedény) végzik. A reakcido végterméke, a 2-[*®F]fluor-p-D-dezoxi-gliikkoz, melyet
fiziologias sooldat segitségével higitanak a kivant koncentracio eléréséig. A 2-[*°F]FDG a
vizsgalatok soran a szervezet glilkdz metabolizmuséba bekapcsolodva kozvetetten segit

megjeleniteni az angiogenetikus folyamatokat.

3.7.2 [%®Ga]Ga-NOTA-cNGR szintézis

A c[KNGRE]-NH; peptidet az MTA ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport munkatarsai
allitottak eld, majd bocsdjtottak rendelkezésiinkre. A peptid NOTA kelatorral torténd
konjugaciodja, mar intézetiinkben tortént. A c[KNGRE]-NH: peptidbdl 11,7 mg-ot (20 umol)
0,9 mL 0,1 M NaHCOs3 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 oras szobahdmérsékleten vald kevertetést kovetden szemipreparativ  HPLC-s
tisztitassal nyertilk a NOTA-konjugalt NGR-analogot (NOTA-c(NGR)). Az igy eldallitott
peptid-kelatort hasznaltuk prekurzorként a jellési reakcioban. A jelzéshez sziikséges *®Ga-ot
a ®8Ge/®Ga-generator 0,1M-0s HCl-oldattal torténd frakcionalt eluciojaval nyertiik. Ezt
kovetden a legmagasabb aktivitdst 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 kovetden a reakcidelegyet Oasis
HLB 30 mg toltettérfogatu extrakcids oszlopra vittiik fel, melyet el6zdleg aktivaltunk (5ml
96%-os etenollal, majd 10 ml vizzel). Az oszlopot 5 ml vizzel mostuk, majd a radioaktivan
jelolt szarmazékot 0,5 ml 96%-o0s EtOH és izotonias séoldat 1:1 aranyt oldataval eludltuk. A
végterméket steril sziirén szlrtiik, majd izotonias séoldattal tovabb higitottuk felhasznalés
elétt az etanol koncentracido 10 % alda csokkentése céljabol. A jeldlt peptid radiokémiai

tisztasagat HPLC segitségével ellendriztiik.
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3.7.3 [%®Ga]Ga -NODAGA-RGD szintézis

A jel6léshez NODAGA-[c(RGD).] peptid-kelator konjugatumot hasznaltunk, melyet az
ABX GmbH-tol (Radeberg, Németorszag) szereztiink be. A %8Ga-ot a %8Ge/*®Ga-generator
0,1M-o0s 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 reakcidelegybdl a radioaktivan jelolt szdrmazékot Oasis HLB 30mg
toltettérfogatu extrakcios oszlop felszinén kotottiik meg, utdna 1ml vizzel mostuk. Az oszlop
felszinén megkotédott [#Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD),]-t 200 uL EtOH / 0,9 % NaCl vizes
oldatanak 1:1 aranya keverékével eludltuk, majd sterilre szlrtiik, és felhasznalas eldtt tovabb
higitottuk izotonias sooldattal az etanol koncentracio 10 % ala csokkentése céljabol. A jelolt

peptid radiokémiai tisztasagat HPLC segitségével ellendriztiik.

3.7.4 [%®Ga]lGa-NODAGA-HPBCD szintézis

A prekurzorként hasznalt NODAGA-HPBCD vegyiiletet a Cyclolab Kft. (Budapest,
Magyarorszag) altal gyartott 6-Deoxy-6-monoamino-(2-hydroxypropyl)-p-cyclodextrin
(NH2-HPBCD) és p-NCS benzyl-NODA-GA (NODAGA) konjugacidjaval intézetiinkben
allitottak elé (Hajdu és mtsai., 2019). A NODAGA-HPBCD ®Ga-al torténd jelzéséhez 5 ml
0,1 M ultra tiszta HC] oldattal elualtuk a [®®Ge]/[*®Ga] generatort, majd 1,2 ml-t a legtobb aktiv
anyagot tartalmaz6 frakciobol natrium-acetat oldattal puffereltiik (1M, pH=4, 170 pl), és a
keverék pH-jat NaOH (2%, 59 ul) segitségével ~4,2-re allitottuk be. Ezt kovette a 20 pl
prekurzor térzsoldat (1 mM) hozzdadasa a pufferelt keverékhez, majd a reakcioelegyet 95 °C-
on tartottuk. 15 perc elteltével az oldatot Light C18 Sep-Pak oszlopra juttattuk, majd az
oszlopot 2 ml vizzel mostuk a puffer eltivolitisanak céljabol. A keletkezett [%8Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD-t 0,5 ml 96 % -os EtOH és izotonias sooldat 1:2 aranyu elegyének
felhasznalasaval eludltuk az oszloprél. A bioldgia felhasznaldshoz az igy elualt végtermék
oldatat izotonids sooldattal higitottuk, annak érdekében, hogy az etanol tartalom 10 % ala
keriiljon, majd sterilre szlrtilk. A termék radiokémiai tisztasagdt HPLC segitségével

ellen6riztik.
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3.7.5 [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB szintézis

A prekurzorként hasznalt NODAGA-RAMEB vegyiiletet a Cyclolab Kft. (Budapest,
Magyarorszag) altal gyartott 6-Monodeoxy-6-monoamino-randomly-methylated-beta-
cyclodextrin hydrochloride (NH>-RAMEB) ¢és p-NCS benzyl-NODA-GA (NODAGA)
felhasznalt [%Ga]-ot a [*®Ge]/[®®Ga] -generator 0,1 M-0s HCl-oldattal torténé frakcionalt
elucigjaval nyertiik, majd a frakciok koziil kivalasztottuk a legmagasabb aktivitasat és ebbol
1 ml-t puffereltink natrium-acetat oldattal (1 M, 160 ul) pH 4,3-4,5 kozotti értékre. Ezt
kovetden hozzdadtuk a pufferelt frakciohoz a NODAGA-RAMEB vizes oldatat (10 pl, ImM),
és a reakcioelegyet 10 percig inkubaltuk 95 °C-on. A reakcioidd elteltével a terméket Light
C18 Sep-Pak oszlopon kotottiikk meg, majd az oszlop felszinét 2 ml vizzel mostuk a puffer-
oldat eltavolitasanak céljabol. A tiszta végterméket, a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-¢et 0,5 ml
96%-0s EtOH és izotonids sooldat 1:2 aranyu elegyének felhasznalasaval elualtuk az
oszloprél. A bioldgia felhasznalashoz az igy eludlt végtermék oldatat izotonias séoldattal
higitottuk, annak érdekében, hogy az etanol tartalom 10 % ala keriiljon, majd sterilre sziirtiik.

A termék radiokémiai tisztasagat HPLC segitségével ellendriztiik.

3.8 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 hordozo allatokat izoflurdnnal (Aerrane) elaltattuk kisallat-
inhalécios altatokésziilékkel. Az elaltatott allatoknak az oldals6 farokvénan keresztiil
hozzavetdlegesen 8-10 MBq aktivitasu a leképezés kivitelezéséhez sziikséges farmakont (2-
[*®FIFDG-t, [%®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et vagy [®®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD-t,
[8Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]-t vagy [#Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t) fecskendeztiink be 100 -
150 ul fiziologids séoldatban. A tumoros sejtek vagy tumoros nyirokcsomodarabkak vesetok
primer tumoranak ndvekedését 2-[*8F]FDG hasznalataval. 50 perc inkubacios id6 elteltével, -
amit az allat ébren a sajat ketrecében, nyugalomban toltott - a 2-[*F]JFDG farmakon
injektalasat kovetéen, a MiniPET-II kamera hasznalataval statikus gyQjtést (gytjtési idd: 20

perc) végeztiink az mellkasi régiorol, illetve a tumorosan érintett vesetdjékrol.
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Amikor a primer tumor, és a paratimikalis nyirokcsomé az 2-[*®F]FDG hasznalataval késziilt
PET felvételeken vizualisan jol detektalhatova vélt, a [*®Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)], a
[8Ga]Ga-NOTA-c(NGR) és a [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB illetve [®Ga]Ga-NODAGA-
HPBCD alkalmazasaval végzett PET vizsgalatokra akkor keriilt sor. A ®Ga-al jelzett
farmakonok esetében az injektalastol 90 perc inkubalasi id6 telt el, majd kovetkezett a 20-20
perces statikus gytijtés az allatok nyaki-mellkasi illetve vese kornyéki régiojarol.

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

3.9 MInIPET-II késziilék és az adatok feldolgozasa

Munkank soran mind az egerek, mind a patkanyok vizsgalatat kisallat PET (MiniPET-I1)
késziilék segitségével végeztiik. A MiniPET-1l kamera egy a 12 detektort teljes 211 mm
atméroji gyuriiben tartalmazo intézeti fejlesztésti eszkdz. A kamera axialis latdmezdje 48 mm,
a transzaxialis latdmezoje pedig 100 mm hosszusagu (Lajtos és mtsai., 2013). A MIniPET-II
kamera vizsgéaloagya négy iranyba folytonos mozgast lehetévé tevé motorral van felszerelve
ezaltal biztositva a pontos és preciz pozicionalast (11.4bra).

A detektorok LYSO (cériummal kevert lutécium-ittrium-ortoszilikat) szcintillacios
kristalyokat €s pozicioérzékeny Hamamatsu H9500 fotoelektronsokszorozokat tartalmaznak.
A kristalymatrixok 35 x 35 kristalybol késziiltek, amelyek mérete 1,27 x 1,27 x 12 mm3, Az
egyes kristalyok megfeleld fényvisszaverd tulajdonsagu ragasztéanyaggal vannak egymashoz
rogzitve. A detektorokbol érkezd jelek digitalizalasat négycsatornas adatgyiijté kartyak
végzik. Az egyedi eseményeket az adatgyljté szerver optikai kapcsolaton (Cisco Catalyst
switch) keresztiil gylijti. Az els6dleges adatokat a rendszer az igynevezett listamddban tarolja,
annak érdekében, hogy késdbb tobb fejlett képrekonstrukcios eljaras is alkalmazhato legyen.
A kutatok szamara 2D/3D FBP, ML-EM, OSEM, ART és MAP rekonstrukcios modszerek
allnak rendelkezésre. A rekonstrukcio eredményeként Bq / ml és SUV skalazott képek allnak
rendelkezésre DICOM, MINC és NifTI-1 formatumban. E formatumok koziil az elsé az
alapvetd képfeldolgozashoz hasznalhatd, 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 egyszerli CT/PET vagy MRI/PET fuzidra épiild

ROI-elemzést és az agyatlasz alapu regionalis tracer-kinetikai kiértékelést.
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11. abra: A MiniPET-II késziilék.

Az éltalunk elvégzett vizsgalatok sordn a rekonstrualt 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 szamunkra informativ teriileten, VOI-n (Volume Of Interest)
beliil a radiofarmakon koncentracidja hogyan aranylik a beadott dozis és az allat

testtomegének hanyadoséhoz.

VOI—n beliili koncentraci6 [w]

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

A VOI berajzolasa, a BrainCAD képelemz0 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.
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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 szovet SUVmean

TIM =

Izomzati SUVmean

3.10 Ex vivo vizsgalatok

Az ex vivo vizsgalatok a %8Ga-jelzett ciklodextrin valtozatok tumorban tdrténd
halmozodasanak Osszehasonlitasa céljabol késziiltek. A daganatot hordozo6 allatoknak 8-10
MBq [*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-et vagy [*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD-t 100-150ul
fizioldgias sdoldatban tartalmazo injekcidt adtunk az oldalsé farki véndn keresztiil. Kilencven
perccel a radiofarmakonok intravénds injektalasa utan az 4llatokat 5%-os izoflurdn
alkalmazéaséaval talaltattuk. A tumorokat eltdvolitottuk, tomegiiket analitikai mérleg
segitségével meghataroztuk, majd a mintdk radioaktivitdsat kalibralt gammaszamlaloval
(Perkin-Elmer Packard Cobra, Waltham, MA, USA) megmértik. A bomlaskorrigalt

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

3.11 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A kisérleti allatokat az in vivo vizsgalatok végeztével 5%-os izofluran alkalmazasaval
talaltattuk, majd a tumorokat eltavolitottuk és a tumormintakat 10%-0s formaldehid oldatban
fixaltuk. Ezt kovetden a kisérleti tumorokat parafinba agyaztuk, majd 4um vastagsagu
metszetek késziiltek beldliik. Az elkésziilt metszeteket a rutinban szokisos moddon
parafinmentesitettiik, rehidrataltuk és anitgén visszanyerést (pH 6,0) kovetden hasznaltuk. A
mintakat 1:1000 higitasban alkalmazott nyal monoklonalis anti-prosztaglandinE receptor
(EP2/PTGER2) (Abcam, USA; kat. sz.: abl67171) antitesttel jeloltiik meg. HRP-jelolt
antinytl polimer antitestet (Mach2, BioCare Medical, USA) és Envision DAB detektalo
készletet (DAKO-Agilent Technologies, USA) hasznaltunk a specifikus antitestkotés
vizualizalasahoz, majd ezt kovetden végeztiink hematoxilin ellenfestést. A melanint termeld
melanoma (B16F10) esetében VIP-peroxidazt (HRP) (ImmPACT® VIP Substrate, Peroxidase
(HRP); Vector Laboratories, Newark, USA) alkalmaztunk az elsddleges antitest lathatova

tételére. A képalkotashoz egy DFC495 digitalis kameraval felszerelt kutatasi mikroszkopot
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hasznaltunk LAS képalkotd szoftverrel (Leica Microsystems, BioMarker Kft., G6dolld)

kiegészitve.

3.12 Western blot analizis

A Western blot analizis elvégzéséhez az SRCA miitéten atesett patkanyok egészséges
veséjébodl €és nyirokcsomd szdvetébdl, valamint a primer tumorokbdl és a nyirokcsomo
metasztazisokbdl vettiink mintakat, és ezeket fagyasztva taroltuk a Western blot vizsgalat
megkezdéséig. A vizsgalathoz a daganatos mintakat golyds homogenizator segitségével 1 ml
PBS-ben homogenizaltuk, majd a feliiluszot kinyertiik és ezzel dolgoztunk tovabb. A mintak
lizalasahoz RIPA puffert hasznaltunk (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% TritonX
100, 0,5% natrium-deoxikolat, 1 mM EDTA, 1 mM NasVOs, 1 mM PSMF, 1 mM NaF,
protedz inhibitor koktél). Az egyes mintak fehérjetartalmanak meghatarozasahoz Pierce BCA
reagenst (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 23225) alkalmaztunk. A mintakbo6l
10pg fehérje lizdtum molekulatdmeg szerinti elvalasztdsa, molekulastly marker mellett, 10
%-o0s 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 1évé szabad kotOhelyek blokkoldsa érdekében a
membrant 5 % BSA-t tartalmazd TBS-Tween puffer oldatban aztattuk szobahdmérsékleten 1
ora idOtartamon keresztiil, majd a jelolést egy éjszakan at 4 °C-on a vizsgalt fehérje ellen
termeltetett elsOdleges anitesttel végeztiik (Santa Cruz sc-136484, higitas: 1:1000). A
membranokat 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten mostuk TBS-Tween oldattal, majd jeloltiik
peroxidazzal konjugélt anti-egér mésodlagos 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 jelolt savok detektalasa
kemilumineszcens reakcidval (SuperSignal West Pico Solutions, Thermo Fisher Scientific
Inc., Rockford, IL, USA, 35060) és ChemiDoc Touch Imaging géldokumentacios 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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3.13 Statisztikai elemzés

A grafikonokon feltlintetett adatok legalabb harom fiiggetlen méréssorozat eredményei,
atlag = SD. A szignifikanciaszint meghatarozasahoz a Student-féle kétmintas t-probat, a
kétiranyd ANOVA-t és a Mann-Whitney rangdsszegtesztet hasznaltuk. A szignifikancia
szintet p<0,05-ben hataroztuk meg, és minden statisztikai elemzéshez a kereskedelmi

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

4.1 Patkanyok vesetokja ala iiltetett metasztatizalo tumorok és
metasztazisaik vizsgalata

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

A vizsgalat kezdeti 1épésében az altalunk fenntartott Ne/De sejttenyészetbdl 1x10°
sejtet helyeztiink Gelaspon korongon 16 hetes ndstény F344 patkdnyok bal veséjének
vesetokja ala, majd in vivo PET-képalkotassal kovettiik a Ne/De sejtek tumorformald
képességét és a paratimikalis nyirokcsomo metasztatizaciojat. Az elsédleges tumor
novekedését 2-[!8F]FDG radiotracerrel értékeltiik. Emellett [®®Ga]Ga-NODAGA-RGD jelslt
peptiddel az avBs integrin, mig az [*8Ga]Ga-NOTA-cNGR radioligand hasznélatdval az
APN/CD13 expresszidjat vizsgaltuk mind a primer tumorokban mind az attétekben. Az
elkésziilt bomlaskorrigalt PET-felvételek kvalitativ elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy a
vesetok alatt fejlodé primer Ne/De tumorok mindharom vegyiilettel jol értékelhetéek voltak
(12.A 4bra, fekete nyilak), bar a [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD alkalmazasakor valamivel
alacsonyabb tracerfelvételt észleltiink. A mellkasban 1évé paratimikalis nyirokcsomo-
metasztazisok mig 2-[®F]FDG-vel és [%®Ga]Ga-NOTA-cNGR-rel  megfeleléen
azonosithatoak voltak, addig [®Ga]Ga-NODAGA-RGD-vel sajnos ezek az attétek
nehezebben voltak felismerhet6ek (12.B abra, piros nyilak). A kvalitativ megfigyeléseket a
PET-felvételek kvantitativ SUV-adatelemzése is megerdsitette. 8 = 2 nappal a Ne/De sejtek
beiiltetését kdvetéen a vesetok alatt ndvekvd primer tumorok 2-[F]FDG felvétele volt a
legmagasabb (SUVmean: 7,2542,62; SUVmax: 14,82+3,21), ezt kovette az APN/CD13
expressziot jelzé [%Ga]Ga-NOTA-cNGR akkumulacidja (SUVmean: 4,12+0,56; SUVmax:
10,72+1,85), majd az ovfs integrin specifikus [#Ga]Ga-NODAGA-RGD felhalmozodasa
(SUVmean: 2,05+0,45; SUVmax: 5,77£1,08) (12.C abra). A metasztatikus sejteket tartalmazo
mérsékeltebb felvételi értékeket talaltunk. A 2-[*®F]FDG felvétel (SUVmean: 4,53+1,58;
SUVmax: 13,58+2,89) szignifikansan magasabb volt (p<0,01 mellett), mint a ®Ga-jelzett
radiotracerek akkumulacidja. A [%Ga]Ga-NOTA-cNGR (SUVmean: 0,72+0,12; SUVmax:
1,9240,58) mennyisége a paratimikalis nyirokcsomokban szignifikansan (p<0,01 mellett)
nagyobbnak adodott, mint a [®Ga]Ga-NODAGA-RGD (SUVmean: 0,11+0,08; SUVmax:
0,46+0,15) aktivitasa (12.D abra). A PET képek értékelhetségét erdsen befolyasolja, hogy
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milyen szintl kiilonbség van a farmakon-halmozodasban a tumor és kornyezete kozott, ez az

ugynevezett tumor-hattér arany (T/M arany), amelynek figyelembevétele kiilonsen fontos

egy diagnosztikai radiofarmakon megitélése szempontjabol. A T/M arany szamitasa soran azt

talaltuk, hogy a primer Ne/De malignitasok szignifikdnsan (p<0,05) magasabb [®®Ga]Ga-
NOTA-cNGR és [8Ga]Ga-NODAGA-RGD nyomjelzd akkumulaciot mutattak a hattérhez
képest, mint a 2-[*8F]FDG alkalmazasakor (12.E 4bra). Ugyanakkor az attétes nyirokcsomo-
metasztazisok esetében a 2-[®F]JFDG és [%Ga]Ga-NOTA-cNGR hasznalata nagyobb

kontraszti PET képet eredményezett (12.F abra).
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12. abra: Vesetok alatt novekvé Ne/De tumort hordozé patkanyokon késziilt in vivo PET-
vizsgalatok eredményei, 8 + 2 nappal a rédkos sejtek SRCA-beiiltetése utan. Reprezentativ,
bomlaskorrigalt, transzaxialis PET-felvételek a vesetok alatt elhelyezkedd primer Ne/De-
tumorokrdl (A) és a mellkasban 1év6 metasztatikus paratimikalis nyirokcsomokrol (B) 50
perccel a 2-[*®F]FDG és 90 perccel a ®8Ga-jelzett radiotracerek intravénas injektalasat
kovetden. A radiotracer halmozodas kvantitativ SUV-analizise a Ne/De szubrenalis
tumorokban (C és E) és a metasztatikus paratimikalis nyirokcsomokban (D és F). Fekete
nyilak: primer Ne/De tumor, piros nyilak: paratimikalis nyirokcsomok. SUV: standardizalt
felvételi érték. T/M: tumor-izom arany. Szignifikancia szintek: p < 0,05 (¥) és p < 0,01 (**).
Az adatok atlag + SD-ben vannak feltiintetve; n = 3 patkany/radiotracer.

4.1.2 A szekunder Ne/De tumorok és attéteik vizsgalata radiotracerekkel

A masodik kisérletsorozatban a korabban a patkanyok vesetokja ala iiltetett Ne/De
sejtekb6l  kifejlodott  rosszindulati  daganatok  altal képzett mellkasi paratimikalis
nyirokcsomoattétek egy darabjat iiltettiik be tjabb F344 patkanyok vesetokja ala. In vivo PET
képalkotas segitségével értékeltik az SRCA miitét soran transzplantalt metasztazisok
tumorformalo és attétképzd képességét, valamint a kifejlédott ,,masodlagos™ daganatok és
attéteik ovPs integrin és APN/CD13 expresszidjat 8 + 2 nappal a miitétet kovetden. Ebben a
vizsgalati szakaszban az elkészitett bomlaskorrigalt PET képek kiértékelése soran is azt
figyeltik meg, hogy a vesetok alatt novekvé Ne/De-tumorok mindegyik radiotracer
hasznélatakor jol elkiiloniiltek a kornyezé szovetektdl. Bar a [3Ga]Ga-NODAGA-RGD
lathatoan kisebb mennyiségben akkumulalédott a tumorokban ennek ellenére a beiiltetett
metasztazisbol kifejlodott primer daganatok mindharom alkalmazott farmakon segitségével
egyértelmiien azonosithatéak voltak (13.A. abra, fekete nyilak). A kisérleteknek ebben a
részében a mellkasi paratimikalis nyirokcsomo-metasztazisok is egyértelmiien azonosithatok
voltak 2-[*®F]FDG és [®Ga]Ga-NOTA-cNGR segitségével (13.B. abra, piros nyilak), 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 (13.C-F dbra). A vesetok alatt novekvd tumorok 2-
[l®F]FDG 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 végiil a legalacsonyabb felhalmozddast az avPs-integrint
célz6 [®Ga]Ga-NODAGA-RGD mutatta (SUVmean: 2,85+0,52; SUVmax: 6,49+1,12). Ennél
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alacsonyabb SUV-értékeket talaltunk a mellkasi paratimikalis nyirokcsomé-metasztazisok
esetében, ahol szintén a 2-[!8F]FDG felhalmozédas volt a legmagasabb (5,36+1,69 és
14,75+3,08 volt a SUVmean, illetve az SUVmax érték). A [*®Ga]Ga-NOTA-cNGR
hasznalatakor a felvétel (SUVmean: 0,99+0,15; SUVmax: 2,09+0,49) szignifikansan
magasabb volt (p<0,01), mint a [®Ga]Ga-NODAGA-RGD esetében (SUVmean: 0,23+0,14;
SUVmax: 0,63+0,15) (13.D abra). Az el6z6 kisérletsorozattal 6sszhangban a transzplantalt
metasztazisokbol vesetok alatt kialakulé Ne/De tumorok esetében is a [?8Ga]Ga-NOTA-cNGR
és a [*3Ga]Ga-NODAGA-RGD alkalmazasaval magasabb tumor-hattér aranyt mutattunk ki a
2-[F]FDG-hez képest (13.E 4bra). A mellkasi metasztatikus nyirokcsomok az elkésziilt PET
felvételeken ebben az esetben is az 2-[*®F]FDG és a [3Ga]Ga-NOTA-cNGR segitségével
voltak jobban lathatéak (13.F abra).
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13. abra: Ne/De tumort vesetok alatt hordozo patkanyok in vivo PET képalkoté vizsgalatai 8
+ 2 nappal a metasztatikus paratimikalis nyirokcsomd SRCA beiiltetését kovetden. A vesetok
alatt elhelyezkedé primer Ne/De tumorok (A) és a mellkasban 1év metasztatikus
paratimikalis nyirokcsomok (B) reprezentativ, bomlaskorrigalt, transzaxialis PET-felvételei
50 perccel a 2-[*®F]JFDG és 90 perccel a %Ga-jelzett radiotracerek intravénas injektalasat
kovetden. A radiotracer felhalmozddasanak kvantitativ SUV-analizise a Ne/De szubrenalis
tumorokban (C és E) és a metasztatikus paratimikalis nyirokcsomokban (D és F). Fekete

nyilak: primer Ne/De tumor, piros nyilak: paratimikalis nyirokcsomok. SUV: standardizalt
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felvételi érték. T/M: tumor-izom arany. Szignifikancia szintek: p<0,05 (¥) és p<0,01 (**). Az

adatok atlag + SD-ben vannak feltiintetve; n = 3 patkany/radiotracer.

4.1.3 A tercier Ne/De tumorok és attéteik vizsgalata radiotracerekkel

Vizsgalatunk harmadik részében a kutatas masodik sorozatdbol szarmazd
metasztatikus, Ne/De rakos sejteket tartalmazo mellkasi paratimikalis nyirokcsomé-darabokat
iltettiink be a patkanyok vesetokja ala, és a kialakuld daganat fejlédését in vivo PET-
képalkotassal kovettiik nyomon. Ezen tilmenden a tumorok attétképzését, valamint ovf3
SRCA mitétet kovetd 8 = 2 nap elteltével végeztiik. Ebben a kisérletsorozatban is a
korabbiakhoz hasonl6 eredményeket figyeltiink meg, vagyis a vesetok alatt ndvekvé Ne/De
tumort egyértelmiien tudtuk azonositani mindharom alkalmazott radiotracerrel. A vesetok alatt
fejlédo tumorok, az el6z6 két vizsgalattal megegyezd moddon, a legalacsonyabb halmozast a
[8Ga]Ga-NODAGA-RGD esetében mutattdk (14.A. abra, fekete nyilak). A vizsgalatnak
ebben a részében a mellkasi paratimikalis nyirokcsomo-metasztazisokat mar minden
alkalmazott radiofarmakon segitségével sikeriilt egyértelmiien azonosithatova tenni (14.B.
abra, piros nyilak). A 14. abra (C-F panelek) mutatja azokat a kvantitativ PET-adatokat,
amelyek alatdmasztjak a vizualis értékelésiinket. A vesetumor 2-[*®F]FDG akkumuléciéja volt
a legmagasabb (SUVmean értek: 9,63+£2,66; SUVmax: 17,56+3,52), majd az APN/CDI13
specifikus [°®Ga]Ga-NOTA-cNGR felvétele (SUVmean érték: 6,35+1,09; SUVmax:
12,45+2,36), majd az avPs 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]FDG felvétel bizonyult a legmagasabbnak 6,33+1,70 és 15,23+3,21 SUVmean és
SUVmax értékkel. A [GSGa]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)
felhalmozodasat 6sszehasonlitva az elobbi magasabb felvételt mutatott (4D abra). Az attétbol
fejlddé Ne/De tumorok esetében a tumor-hattér arany szignifikansan (p<0,05) magasabb
értékeket mutatott a [#3Ga]Ga-NOTA-cNGR és a [%Ga]Ga-NODAGA-RGD esetében, mint a
2-[*8F]FDG esetében (14.E 4bra). A 14. abra F paneljén azonban lathato, hogy a mellkasi
metasztatikus nyirokcsomok jobban elkiiloniiltek a hattértél a 2-[*®F]JFDG és a[®®Ga]Ga-
NOTA-cNGR hasznalataval.
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14. abra: Ne/De tumort hordozoé patkanyok in vivo PET képalkoto vizsgalatai 8 + 2 nappal a
masodik kisérletb6l szarmazoé metasztatikus paratimikalis nyirokcsomé SRCA beiiltetése
utan. A vesetok alatt elhelyezkedd primer Ne/De tumorok (A) és a mellkasban 1évo
metasztatikus paratimikalis nyirokcsomok (B) reprezentativ, bomlaskorrigalt transzaxialis
PET-felvételei 50 perccel a 2-[*®F]FDG intravénas injekcidjat és 90 perccel a %8Ga-jelzett
radiotracerek intravénas injekcigjat kovetden. A radiotracer felhalmozddasdnak kvantitativ
SUV-analizise a Ne/De szubrenalis tumorokban (C és E) ¢és a metasztatikus paratimikalis
nyirokcsomokban (D és F). Fekete nyilak: primer Ne/De tumor, piros nyilak: paratimikalis

nyirokcsomok. SUV: standardizalt felvételi érték. T/M: tumor-izom arany. Szignifikancia
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szintek: p<0,05 (*) és p<0,01 (**). Az adatok atlag + SD-ben vannak feltlintetve; n=3

patkany/radiotracer.

4.1.4 Boncolasok eredményei

A tumoros sejtek, illetve a metasztatikus nyirokcsomodarabok beiiltetését kovetd 13 +
1 nappal az éllatokat extermindltuk. A talaltatast kovetd boncolasok soran minden esetben a
bal oldali vesén jol lathato, nagyméretii primer tumor alakult ki (15. abra A), és mind a bal,
mind a jobb oldali paratimikalis nyirokcsomo érintettség is egyértelmiien megallapithato volt
(15.4bra B ¢és C). A veseszovetet infiltralo primer tumorok atlagos mérete 15-17 mm volt, mig
az eltavolitott nyirokcsomodk 4-6 mm nagysaguak voltak. Az eltavolitott primer tumorokbodl
¢és a kimetszett nyirokcsomokbol késziiltek western blot vizsgalatok, illetve a nyirokcsomod

darabokat SRCA miitét soran Gjabb patkdnyok vesetokja ald transzplantaltuk.

15. abra: A kisérleti allatok boncoldsakor késziilt reprezentativ képek. A: a vesetok alatt
kifejlédott NeDe tumor, B: bal és jobb oldali paratimikalis nyirokcsom6 metasztazis, C: bal

oldali paratimikalis nyirokcsomé metasztazis.
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4.1.5 A paratimikalis nyirokcsomok kvantitativ PET és Western blot elemzése.

Tekintettel arra, hogy munkacsoportunk kifejezetten az APN/CD13 neo-angiogén
molekula expresszidjanak a valtozasara volt kivancsi az attétes nyirokcsomokban, 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 [*3Ga]Ga-NOTA-cNGR halmozasa folyamatos emelkedést mutatott. Ezzel
Osszhangban 4all a metasztatikus nyirokcsomokon elvégzett Western blot elemzések
eredménye. A paratimikalis nyirokcsomokban az APN/CD13 fehérje mennyisége is
folyamatosan emelked6 tendenciat mutatott az egymast koveto atiiltetések soran, amint a 16.

abran lathato.
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16. abra: A metasztatikus paratimikalis nyirokcsomok értékelése a sorozatos transzplantaciok
folyaman. A abra: a radiotracer felhalmozddasanak kvantitativ SUV-analizise a metasztatikus
nyirokcsomodkban a sorozatos transzplantaciok utdn. B dbra: az APN/CD13 expresszidjanak
Western blot analizise a metasztatikus paratimikalis nyirokcsomodkban. 1: elsé nyirokcsomod
kisérletsorozat; 2: madasodik nyirokcsomo kisérletsorozat; 3: harmadik nyirokcsomod

kisérletsorozat; 4: vese (pozitiv kontroll).
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4.2 Ciklodextrin szarmazékok PGE szelektivitasanak vizsgalata

A tumorok angiogenezise in vivo képalkotassal kdzvetett modon is kovethetd. Erre a
célra alkalmas lehet a 2-[*®F]FDG, amely a megndvekedett gliikdz anyagcserén keresztiil
jelezheti az ,,angiogenezist”, illetve a PGE2 specifikus ®®Ga-jelzett ciklodextrin szarmazékok.
A kovetkezd vizsgalatunk soran a [3Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [®Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB radiofarmakon PET-képalkotdé tulajdonsagait hasonlitottuk 6ssze kiilonb6zo

allatmodelleken.

4.2.1 Invivo PET képalkotas SRCA tumormodell felhasznalasaval

A %Ga-jelzett ciklodextrin szarmazékok primer tumor- és metasztazis-célzo
tulajdonsagainak értékeléséhez vesetok ala transzplantalt Ne/De tumorral és paratimikalis
nyirokcsomo attéttel rendelkez6 patkanyokat hasznaltunk 8 + 2 nappal a Ne/De tumorsejtek
beiiltetését kovetden. A bal vese vesetokja alatt novekvé primer Ne/De tumor és a mellkasi
paratimikalis nyirokcsomo (PTLN) metasztazisok jelenlétét 2-[!3F]FDG PET képalkotéassal
igazoltuk (17. abra). A kvalitativ képelemzést kovetden 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 Aattétet hordozo paratimikalis
nyirokcsomé-metasztazisok csak a [*Ga]Ga-NODAGA-konjugalt HPBCD ciklodextrin
szarmazékkal voltak kimutathatok (17.A é4bra). Ezeket a vizuélis megfigyeléseket a SUV-
adatok kvantitativ értékelése is megerdsitette. Az 2-[*8F]JFDG akkumulacidja mind a tumorban
mind a metasztatikus nyirokcsomoban koriilbeliil kétszer nagyobb értéket mutatott, mint a
%8Ga-jelzett molekuldk esetében, és ez a kiilonbség p<0,01 mellett szignifikans volt (17.B 4bra
és 6. tdblazat). Mindazonaltal a tumor-hattér aranyt illeten - amely befolyasolja a PET-képek
értékelhetdségét - nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p<0,05) a 2-[*®F]FDG és %8Ga-
jelzett ciklodextrin szarmazékok kozott. Osszehasonlitva a két radioaktivan jeldlt ciklodextrin
szarmazék felhalmozodasat a primer Ne/De tumorokban, a [*8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD
esetében magasabb SUV értékeket taldltunk (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
3,21+£0,35 volt. Ez az alacsonyabb [®*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB akkumulacié a
metasztatikus paratimikalis nyirokcsomokban is megfigyelhetd volt, ahol a [**Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD esetében koriilbeliil 2-szer magasabb SUV értékeket talaltak. A primer

tumorral ellentétben a paratimikalis nyirokcsomok esetében a 2-[*F]JFDG-T/M aranyok
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szignifikdnsan (p<0,01) magasabbak voltak a ®8Ga-jelzett radiofarmakonokhoz képest. A
primer ¢és a szekunder tumorok jelolt ciklodextrin-szarmazék radioaktiv felvételének
Osszehasonlitdsa sordn, a metasztdzisokban 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 nyirokcsoméban (17.C abra).

62



A [98Ga]Ga-NODAGA- [98Ga]Ga-NODAGA- 2[18FJFDG
HPRCD RAMEB

Ne/De
PTLN SRCA

1" 0[%8Ga]Ga-NODAGA-HPECD 101 0[®8Ga)Ga-NODAGA-HPECD
2 *  m[%8Ga]Ga-NODAGA-RAMEE ?1 o[%%Ga)Ga-NODAGA-RAMEE
- m 2{18F)FDG > %1 m 2{'%FFDG
="10 Cq
£ @
a 8 3 .
; . *x = :
5 . F,
» 2
2 14
[} 0
SUVmean I SUVmax SUVmean l ™ (W\mmn)] TM (SUVmax) | T™ QSWm..\)I TM (SUVmax)
Ne/De SRCA Ne/De PTLN Ne/De SRCA No/De PTLN
Ne/De SRCA PTLN
w w
o3 ]
= o e o
o x
N N
w w
o o
o. o.

17. abra: A: A [%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD (piros nyilak), [*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
(narancssarga nyilak) és 2-[*®F]JFDG (fekete nyilak) felhalmozodasanak in vivo értékelése
miniPET-képalkotas segitségével (Ne/De primer tumorok (SRCA) és a paratimikalis
nyirokcsomoé (PTLN) metasztazisok). B: A PET képek kvantitativ SUV adatelemzése. A PET
felvételek és az ebbdl szarmazd SUV-adatok 8 nappal az SRCA miitét utan, illetve 50 és 90
perccel a 2-[®F]FDG- és ®Ga-jelzett tracerek intravénas adagolasa utan késziiltek. SUV:
standardizalt felvételi érték; T/M: tumor-izom arany. Az SUV-értékeket atlag + SD-ben adtuk
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meg. A 2-[F]FDG és a ®®Ga-jelzett ciklodextrin szarmazékok kozotti szignifikancia szintje:
p<0,01 (**). C: A Ne/De primer tumorok (SRCA) és a paratimikalis nyirokcsomd (PTLN)
metasztazisok szovettani elemzése. Fels6 sor: Reprezentativ hematoxilin-eozin (H&E) festett
tumorszovet. Nagyitas: 20X. Also sor: Anti-prosztaglandin E-receptor EP2/PTGER?2 antitest
immunhisztokémia (PGE2-R), megjelenitve 3,3-diaminobenzidin (DAB) segitségével (barna

festés). Nagyitas: 40X.

6. tablazat: A [3Ga]Ga-NODAGA-HPBCD, [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB és a 2-[18F]FDG
felhalmozodasanak mennyiségi értékelése a Ne/De primer tumorokban (SRCA) és a
paratimikalis nyirokcsomo (PTLN) metasztazisokban. A SUV-adatokat 8 + 2 nappal az SRCA
miitét utan, valamint 50 és 90 perccel a 2-[*®F]FDG , illetve %8Ga-jelzett tracerek intravénas
beadasa utan kaptuk. SUV: standardizalt felvételi érték; T/M: tumor-izom ardny. Az SUV-
értékeket atlag + SD-ben adjuk meg. A 2-[18F]FDG és a %®Ga-jelzett ciklodextrin szarmazékok

kozotti szignifikancia szintje: p<0,01 (*).

[%Ga]Ga-NODAGA- | [®Ga]Ga-NODAGA- 2-[F]FDG
HPBCD RAMEB
Tumor SUVmean | SUVmMax | SUVmean | SUVmax | SUVmean SUVmax
g';’g; 3,5040,23 | 4.804021 | 2,5140,19 | 3,2140,35 | 7.6241.25* | 10,36+1,86*
E'?’B\el 0954014 | 1,3040.16 | 0,45+0,00 | 0,73+0,11 | 4,32+0,85* | 5.27+0,67*
Ne/De
SRCA
iy 3204019 | 3,05:023 | 4,79+0,22 | 4,36+0,36 | 4.85+089 | 569+1,12
arany)
Ne/De
PTLN |, . .
iy 324021 | 2,1540,28 | 3.69+0,29 | 3.06+0.38 | 6,36+1,05% | 7.05+1,59
arany)

4.2.2 Invivo PET képalkotas szubkutan tumormodellek felhasznalasaval

Az SRCA tumor modellek vizsgalata mellett szubkutan ndvekvd tumorokon is
vizsgaltuk a [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [*8Ga]Ga-NODAGA-RAMEB tumor célzo
tulajdonsagait és PGE2-szelektivitasat in vivo PET képalkotassal. A kisérletek soran az allatok
bére ala 5x10° sejtet tartalmazo szuszpenziot injektaltunk, majd 10 + 2 nappal a tumorsejtek
beoltasa utan a Kialakult szubkutan névekvd kisérleti tumorokra fokuszalva végeztiink

képalkotast. A reprezentativ, bomlaskorrigalt kisallat PET felvételek az 18.A abran lathatoak.
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Az igy nyert PET képek mindségi elemzése azt mutatta, hogy a vizsgalt szubkutin
transzplantalt tumorok mindegyike egyértelmiien azonosithaté volt mind [*Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD-vel mind a [%®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-el. A farmakonok
halmozddasanak mértékében azonban jelentds kiilonbségek mutatkoztak az egyes
tumortipusok esetében. Azt is megfigyeltiik, hogy néhany daganat esetében igen nagy eltérés
volt észlelhetd a két %8Ga-jelzett radiofarmakon felhalmozodisa kozott ugyanabban a
tumorban (HT1080, A20, B16-F10). A [%®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD ¢és a [*®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB tumor célzé képességét a 2-[18F]FDG radiogyogyszerrel vetettiik 6ssze.
A 2-[®®F]FDG képek elemzésekor azt taldltuk, hogy a HT1080, a PancTu-1 és a BxPC3
tumorok feltiinden alacsony radiogyégyszer-felhalmozodast mutattak, 2-[*F]JFDG avid
régiok nélkiil. Ezeket a vizualis megfigyeléseket a bomléaskorriglt PET képek kvantitativ

SUV-adatelemzése is megerdsitette (18.B. abra és 7. és 8. tablazat).
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18. abra. A: Reprezentativ bomlaskorrigalt transzaxialis PET-felvételek a kisérleti tumorokrol
[8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD (piros nyilak), [®®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB (narancssirga
nyilak) és 2-[*®F]FDG (fekete nyilak) intravénas beadasat kovetéen. B: A PET-felvételek
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kvantitativ SUV-adatelemzése. A PET-képeket és az SUV-adatokat 10 + 2 nappal a tumoros
sejtek szubkutdn beoltasa utan, valamint 50 és 90 perccel a 2-[}8F]FDG-, illetve ®3Ga-jelzett
tracerek intravénas injekcidjat kovetden kaptuk. SUV: standardizalt felvételi érték; T/M:

tumor-izom arany. Az SUV-értékeket atlag += SD-ben adjuk meg.

7. tablazat: A bomlaskorrigalt PET-képek kvantitativ SUV-adatelemzése. A PET-képeket és
a SUV-adatokat 10 + 2 nappal a tumoros sejtek szubkutan beoltasa utan, valamint 50 és 90
perccel a 2-[*®F]FDG - és %8Ga-jelzett tracerek intravénas beadasa utan kaptuk. SUV:
standardizalt felvételi érték. Az SUV-értékeket atlag + SD-ben adjuk meg.

[(®Ga]Ga-NODAGA.- [(8Ga]Ga-NODAGA.- [*F]FDG
HPBCD RAMEB
Tumor SUVmean | SUVmax SUVmean | SUVmax | SUVmean | SUVmax
HT1080 0,16+0,01 | 0,32+0,01 0,04+0,01 | 0,11+0,03 | 0,55+0,06 | 0,86+0,07
A20 0,04+0,01 | 0,15+0,01 0,12+0,01 | 0,45+0,10 | 3,82+0,24 | 5,07+0,30
PancTu-1 | 0,05+0,01 | 0,14+0,03 0,06+0,01 | 0,17+0,04 | 0,72+0,05 | 1,46+0,19
BxPC3 0,20+0,01 | 0,36+0,03 0,17+0,02 | 0,25+0,03 | 0,61+0,13 | 1,02+0,25
B16F10 0,15+0,01 | 0,28+0,03 0,06+0,02 | 0,10+0,03 | 1,84+0,08 | 2,91+0,20
Ne/De 0,30+0,08 | 1,02+0,21 0,20+0,05 | 0,66+0,05 | 3,99+1,25 | 11,47+3,82
He/De 0,23+0,01 | 1,41+0,27 0,27+0,03 | 1,28+0,23 | 3,69+1,13 | 10,26+3,22

8. tablazat: A tumor-hattér SUV-adatok elemzése a bomlaskorrigalt PET-felvételeken. A
PET-képeket és az SUV-adatokat 10 + 2 nappal a tumoros sejtek szubkutan beoltasa utan,
valamint 50 és 90 perccel a 2-[}8F]FDG - és %8Ga-jelzett tracerek intravénas beaddsa utan
kaptuk. SUV: standardizalt felvételi érték; T/M: tumor-izom arany. Az SUV-értékeket atlag +
SD-ben adjuk meg.

[(*Ga]Ga-NODAGA- | [8Ga]Ga-NODAGA- 2-[*8F]FDG
HPBCD RAMEB

Tumor T/M T/M T/M T/M T/M T/M

(SUVmean) | (SUVmax) | (SUVmean) | (SUVmax) | (SUVmean) | (SUVmax)
HT1080 4,00+£0,45 | 5,30+1,03 | 5,63+0,92 | 6,75+1,02 | 1,35+0,22 | 1,20+0,19
A20 2,29+0,22 | 2,22+0,53 | 2,16+0,25 | 1,90+0,12 | 4,43+0,59 | 4,17+0,47
PancTu-1 | 5,00+0,65 | 3,67+0,48 | 1,28+0,35 | 1,85+0,29 | 0,80+0,14 | 1,11+0,23
BxPC3 2,21+0,25 | 2,08+0,62 | 5,73+0,95 | 5,98+0,68 | 0,76+0,14 | 0,96+0,46
B16F10 2,66+0,33 | 3,21+0,58 | 2,51+0,47 | 2,77+0,35 | 2,92+0,49 | 2,47+0,52
Ne/De 5,02+0,63 | 3,81+0,46 | 5,66+1,01 | 3,36+0,67 | 6,04+0,71 | 5,88+0,85
He/De 3,83+0,41 | 4,51+0,58 | 3,69+0,74 | 3,76+0,65 | 5,85+0,80 | 5,64+0,78
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4.2.3 Kisérleti daganatok radioaktiv felvételének ex vivo vizsgalata

A [%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB tumor célzé
képességének értékeléséhez ex vivo biodisztriblcios vizsgalatokat végeztiink 90 perccel a
radiogyogyszer intravénas injektalasat kdvetden. Az 9. tablazatban l4thatd, hogy 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 hasonloan
a PGE2 pozitiv BxPC3, A20, Ne/De és He/De tumorok mutattdk a legnagyobb felhalmozodast
mindkét %®Ga-jelzett ciklodextrin-szarmazék hasznalataval. A Ne/De tumorok esetében
szignifikans kiilonbség (p<0,01) volt megfigyelhetd a szubkutan és az SRCA transzplantalt

tumorok radiofarmakon felvétele kozott.

9.tablazat: A [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD ¢és a [Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
felhalmozodasanak ex vivo értékelése (%ID/g) a kisérleti tumorokban 10 + 2 illetve az SRCA
modell esetében 8 + 2 nappal a tumorindukcid utan és 90 perccel az intravénas radioaktiv
anyag beadasat kovetden. A szubkutan (sc.) és SRCA indukalt primer és metasztatikus Ne/De
tumorok kozotti szignifikancia szint 90 percnél: p<0,01 (*). SRCA: vesetok ala indukalt
tumor. PTLN: paratimikalis nyirokcsomo-metasztazis. A %ID/g értékek atlag + SD értékként

vannak feltiintetve.

[(®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD [(*Ga]Ga-NODAGA-RAMEB
(90 min) (90 min)
HT1080 0,20+0,05 0,09+0,02
A20 0,06+0,03 0,15+0,07
PancTu 0,08+0,03 0,10+0,02
BxPC3 0,30+0,06 0,36+0,07
B16F10 0,21+0,09 0,32+0,10
Ne/De sc. 0,41+0,09 0,36+0,08
He/De sc. 0,35+0,08 0,43+0,11
Ne/De SRCA 2,45+0,41* 2,13+0,37*
Ne/De PTLN 1,75+0,27* 1,52+0,19*

4.2.4 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A szubkutan novekvo 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
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E2 receptor expresszioval rendelkezd HT1080 és PancTu-1 tumorokban

jelintenzitas volt detektalhato (19. abra).

Ne/De B16F10 BxPC3 PancTu-1 A20 HT1080

Hel/De

alacsonyabb
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19. abra: A szubkutan novekvo kisérleti tumorok szévettani elemzése 10 + 2 nappal a
tumorsejtek beoltasa utan. Bal oldal: Reprezentativ hematoxilin-eozin (H&E) festett
tumorszovet. Nagyitas: 20X. Jobb oldal: Anti-prosztaglandin E receptor EP2/PTGER?2 antitest
immunhisztokémia (PGE2-R), megjelenitve 3,3-diaminobenzidin (DAB) (barna festés) és

VIP-peroxidaz (lila festés; B16-F10 melanoma). Nagyitas: 40X.
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5 Megbeszélés

A daganatos megbetegedések miatt bekovetkezd haldlozasok f6 oka az emberi
szervezetben kialakult tumorok &ltal képzett attétek. Az eredeti (primer) daganatok
attétképzése a rakkutatdsban szertedgazdan kutatott teriilet, azonban az attétek
attétképzodésével kapcsolatos vizsgalatok meglehetdsen korlatozottak és ellentmondasosak
(Tait és mtsai., 2004). Az utobbi iddszakban elvégzett tobb preklinikai és klinikai kutatés
ugyan folyamatosan bdvitette ismereteinket a metasztatikus kaszkad folyamatat illetden,
azonban tovabbra is megoldatlan a kérdés, hogy az attétek 0j metasztatikus elvaltozasokat
alakitanak-e ki, vagy minden attét az elsddleges elvaltozasbol szdrmazik. Ezért még tovabbi
meggy6z0 kisérleti adatokra van sziikség a kiilonb6z6 daganattipusokra vonatkozoan annak
tisztazasara, hogy az attétek képesek-e tovabb metasztatizalni mas testrészekbe. A meglévd
irodalom terjedelme alapjan korlatozott mennyiségli adat 4all rendelkezésre, amely
alatamasztja vagy cafolja az attétek metasztatikus potencialjat. Bar érdemes figyelembe venni,
hogy a rékos alpopulacidk folyamatos valtozason €s fejlédésen mennek keresztiil, ezért egyre
novekvo metasztatikus potenciallal rendelkez6 sejtek alakulnak ki, amelyek képesek attéteket
adni kiilonb6z0 tavoli szervekbe is. El6fordulhat azonban az is, hogy az attétképzo sejtek olyan
valtozasokon mennek keresztiil, amely a metasztatikus potencidljuk gyengiilését eredményezi.
Ez fiigghet mind a daganat tipusatol, mind a makrometasztazis progresszidjat megel6z6
nyugalmi stddium iddszakanak hosszatol. Meggy6z0 kutatdsi adatok nélkiill a végsod
kovetkeztetések levonasa akadalyokba iitkozik. A metasztazisok attétképzd képességeének
alaposabb megértése nagy jelentdséggel bir a kezelési lehetdségek hatékonysaganak
maximalizalasa és a daganatos betegek tulélési aranyanak javitasa érdekében. Emellett, ha ez
a jelenség bizonyos daganattipusokra jellemzd, akkor ezen attétek azonositdsa és idében
torténd megfeleld kezelése lehetdvé teszi a daganat progresszidjanak gatlasat. Ezeken tal
azonban még egy masik tisztazatlan kérdés, hogy az attétek expresszids mintazata
megegyezik-e a primer tumor sejtfelszini molekularis mintazataval (Berkel és mtsa., 2021,

Tait és mtsai., 2004).

Dolgozatomban két altalam végzett kutatdmunka leirasa tortént. A vizsgéalatok elsé részében
sorozatosan transzplantdlt mezoblasztos nefroma tumor (Ne/De) metasztazisaiban az
aminopeptiddz N (APN/CD13) és az a,Ps integrin receptor expresszidjanak valtozasat *8Ga-
jelzett NOTA-cNGR és NODAGA-RGD radiotracerekkel értékeltik. Majd a masodik
vizsgalatsorozatban &sszehasonlitottuk a [®3Ga]Ga-NODAGA-RAMEB és a [®Ga]Ga-
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NODAGA-HPBCD tumort célzd potencialjat illetve diagnosztikai értékét a kiilonbozo

daganatok molekularis képalkotasaban non-invaziv in vivo PET-képalkotas segitségével.

A hipoxia ¢és a hipoxia altal kivaltott angiogenezis jelentds tényezok a daganatok
metasztatizdciojanak indukciojaban. Kutatasunk sordn a neoangiogén oyvfs integrin és az
APN/CD13 expresszidjanak mértékét in vivo PET képalkoto eljarast alkalmazva értékeltik
egy szingénikus patkanymodellben, ahol az attétképzOodés folyamata kovethetd volt. Az
alkalmazott patkanymodellt korabban Trencsényi €s munkatarsai irtak le (Trencsenyi €s
mtsai., 2009). Munkdajuk lényege, hogy ha a patkdnyok vesetokja ald rakos sejteket vagy
daganatfragmentumokat {iltetiink, akkor minden esetben metasztazis képzédik a mellkasi
paratimikalis nyirokcsomdban. Ezt a modellt nyirokterjedéses "kihagyasos" metasztatikus
modellnek nevezik. Mivel jelenleg nem all rendelkezésre olyan in vivo tumormodell,
amelyben bizonyithatdo lenne, hogy az attétek metasztazisokat képeznek, az attétek
Véleményiink szerint a vesetok-paratimikalis nyirokcsomo-egyiittes vizsgalata alkalmas
modell lehet az attétekbdl keletkezd metasztazisok és azok receptor-expresszidjanak

tanulmanyozésara.

A vesetok alatt novekvd primer Ne/De tumorok és a vizsgalatunkban kialakult mellkasi
paratimikalis nyirokcsomod-metasztazisok minden esetben jol azonosithatok voltak 2-
[*®F]FDG-vel (amint azt a 12-14. abra mutatja). A szingénikus SRCA patkany modellt
felhasznalva munkacsoportunk korabban maér vizsgalta a %®Ga jelzett RGD és NGR peptidek
in vivo PET-képalkotas alkalmazhatosagat a neoangiogenezis és az avBs integrin és az
APN/CDI13 expressziojanak kimutatdsaban (Maté és mtsai., 2015). A vizsgalatok soran a
vesetok ala transzplantalt primer Ne/De tumorok fokozott radioaktivitast mutattak a szubkutan
tumorokhoz képest. Ennek oka lehet a tumor elsddleges kdrnyezete, amelybdl hianyzik a
megfeleld identikus szoveti kdrnyezet és érrendszer a tumorsejtek novekedéséhez illetve az
attétes terjedéshez, ami 1igy vezethet a két primer tumormodellben megfigyelt
nyomjelzéanyag-felhalmozodas kozotti kiilonbséghez (Borgstrom és mtsai., 2013; Kerbel,
2003). Jelen tanulmanyunkban azt tapasztaltuk, hogy a preklinikai PET-vizsgalatokban a
Ne/De kémiailag indukalt mezoblasztos nefroma tumorok avfsz integrin és APN/CDI13
expresszidja egyarant felismerhetd volt - bar eltérd mértékben - [*8Ga]Ga-NODAGA-RGD és
[*8Ga]Ga-NOTA-cNGR radiotracerekkel. Az altalunk vizsgalt angiogén molekulak koziil az
integrin avP3 expresszidja minden esetben alacsonyabb volt, mint az APN/CD13 expresszioja,

mind az elsddleges rosszindulati daganatok, mind az attétek esetében. Ez 6sszhangban volt
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kordbbi megfigyelésekkel, amelyek szerint a °®Ga-jelzett RGD esetében alacsonyabb

nyomjelzé felvétel abrazolodott (Maté és mtsai., 2015, Kis és mtsai., 2020).

Az egymast kdvetd attétes nyirokcsomo transzplantaciok kdvetkeztében azonban a vesetok
alatt ndvekvd tumorok és a mellkasi paratimikalis metasztazisok 2-['®F]FDG, [®*Ga]Ga-
NODAGA-RGD és [*8Ga]Ga-NOTA-cNGR felhalmozodisanak folyamatos ndvekedése volt
megfigyelhetd. A Western blot elemzések is az APN/CDI13 fehérje mennyiségének
folyamatosan emelkedé tendencidjat mutattak az egymast koveto atiiltetések soran. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a tumorok ¢&s attéteik esetében a sorozatos transzplantaciok
eredményeként megfigyelt glilkozanyagcsere fokozodas, valamint a neoangiogenezissel
Osszefliggd avPs integrin és APN/CD13 molekuldk emelkedett expresszidja, amely a tumorok
¢s attéteik esetében megfigyelhetd volt, a metasztazisok fokozott malignitdsat vetitheti eldre

(ahogy az 16. abran lathato).

Kisérleteink kdvetkezd részének a célja az volt, hogy preklinikai PET segitségével értékeljiik
a ®®Ga jelzett HPBCD és RAMEB ciklodextrin szarmazékok tumorcélzd képességét, és
Osszefiiggést talaljunk a PGE2-termelés és a radiofarmakon felvétel kozott a vizsgalt kisérleti
tumorokban. Vizsgalataink soran bar a [%3Ga]Ga-NODAGA-HPBCD-vel és [%Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB-vel végzett in vivo PET-képalkotas eredményeképpen a szubkutan
transzplantalt  kisérleti tumorok mindegyike azonosithatd volt; a nyomjelzd
felhalmozodasanak mértéke kozott jelentds kiilonbségek mutatkoztak (9. abra). Ez a
megfigyelés vagy a vizsgalt tumorok eltéré EP-receptor-profiljaval, vagy az adott tumorban
és kozvetlen kornyezetében 1évd eltérdé PGE2-koncentracidval magyarazhatd. Legjobb
tudomasunk szerint azonban a jelenlegi irodalomban nem allnak rendelkezésre pontos adatok
a vizsgalt tumorok PGE2-receptor-expressziojara vonatkozoan, bar korabbi kutatdsok mar
megerdsitették az EP-receptorok és a PGE2 jelenlétét egyes sejtvonalakban. Yip-Schneider a
BxPC3 human hasnydlmirigy adenokarcindma sejtvonal emelkedett PGE2-termelésérol
szamolt be (Yip-Schneider, 2000). Tovabba mas munkacsoportok ramutattak, hogy az EP1 ¢és
EP2 receptorok aktivalasahoz jelentdsen magasabb PGE2 szintre van sziikség (O'Callaghan
¢s Houston, 2015). Egy masik, Takahashi és munkatarsai altal végzett vizsgalatban a BxPC3
sejtvonalban fokozott PGE2-szekréciot és magas EP2-receptor-expressziot tapasztaltak
kiilonb6z6 human hasnydlmirigydaganat-sejtek jellemzése sordan in vitro probak
alkalmazasaval (Takahashi et al., 2015). Egy kutatasban, amelyben kiilonb6z6 hasnyalmirigy-
ductus adenokarcindma sejteket értékeltek aramlasi citometriaval és Western blot-elemzéssel

a PancTu-1 sejtvonalak esetében nagyon alacsony COX2-expresszidt és PGE2-termelddést
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figyeltek meg (Gonnermann €s mtsai., 2015). Munkacsoportunk egy korabbi vizsgalatanak
eredményei Osszhangban vannak a fentebb emlitettekkel, hiszen immunhisztokémidval
igazolva a BxPC3 tumorokban figyelemre mélté EP2 receptor jelenlétet, mig a PancTu-1
tumorokban alacsonyabb receptor expressziot figyeltiink meg. Ez megerdsitette, hogy a
szubkutan novekvé BxPC3 tumorok in vivo is megtartottak a fentebb leirt tulajdonsagukat
(Trencsényi et al., 2020). Bar a HT1080 fibroszarkéma sejtek EP-receptor-profilja még nem
teljesen tisztazott, egy olyan vizsgalat eredményei alapjan, amelyben az 5-Azacitidin COX2-
expressziora ¢s PGE-termelésre gyakorolt hatasat vizsgaltak, azt feltételezziik, hogy a HT1080
sejteken vannak jelen EP-receptorok (Yu és Kim, 2015). Ezen kiviil Kim és munkatarsai B16-

F10 melanoma sejtvonalak alkalmazasaval vizsgaltak a timosaponin Alll - egy Anemarrhena

crer
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expresszidjanak csokkenésével egyiitt (Kim és mtsai., 2016). Bar a B16-F10 sejtvonalak
receptor-expresszios profiljara vonatkozéan nem létezik olyan kutatas, amely kvantitativ
adatokat biztositana, a fenti részletes vizsgalat eredményei alapjan feltételezhetjiik a B16-F10
melanoma sejtek jelentds EP-receptor és PGE2 expresszidjat. Az A20 sejtvonalakat illetéen
eddig nem 4all rendelkezésre EP-receptor-statuszukkal foglalkoz6 tanulmany, Fedyk és
munkatarsai azonban a B-limfocitdk EP-receptorainak kiilonb6zd altipusainak expresszigjat
vizsgaltak a kdvetkezo sejtvonalakban: 702/3, CH3 1, CH33, ECH408.1, WEHI-231, CH 12
¢s CH27. Valos 1dejli polimeraz lancreakcié (RT-PCR), Northern blot ¢s DNS-szekvenald
analizis alkalmazasaval a PGE-receptorok EP1, EP3béta és EP4 altipusait kddol6 mRNS-t
azonositottak a transzformalt B-limfocitdkon (Fedyk és mtsai., 1996). Mivel kordbbi irodalmi
adatok tobb B-limfocita sejtvonalon is kimutattak a PGE2-receptorok jelenlétét, feltételezziik,
hogy valdsziniileg az A20 sejtvonalakon is mutatkozik expresszid. Annak ellenére, hogy a
tumoros sejtvonalak receptor-expresszidja bizonyos Osszefiiggésekre utalhat a %8Ga-jelslt
RAMEB ¢s HPBCD felhalmozddasaval, a tumorok receptorprofilja és a radiofarmakonfelvétel
kozotti kapcesolat teljes megerdsitése érdekében a jovoben még tovabbi vizsgdlatok

sziikségesek.

A HT1080, a PancTu-1 és a BxPC3 tumorokon végzett PET vizsgélatok soran megfigyelték,
hogy alacsony 2-[*®F]FDG felhalmozoédast mutattak, mikdzben ez a radiofarmakon széles

korben hasznalt a daganatos betegségek diagnosztikdja sordn képalkotasara és stadium-
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meghatarozasara. Korabbi klinikai és preklinikai vizsgalatok arrdl is beszamoltak, hogy - az
alacsony sejtszam, az alacsony gliikkozanyagcsere és gliikoztranszporter expresszio vagy a kis
tumorméret miatt - bizonyos tumortipusok (pl.: j6l differencialt pajzsmirigy- és neuroendokrin
tumorok, alacsony foku tiidé adenokarcinéma, vesesejtes rakok) nem 2-[*®F]FDG-avidok,
vagy nagyon alacsony farmakon felvételt mutattak. Ezekben az esetekben kiilondsen indokolt
lehet egy specifikusabb, a daganat mas tulajdonsagat célzo radiofarmakon alkalmazasa

(Flavell és mtsai., 2016; Hofman ¢s Hicks, 2016).

Ebben a munkdban a %®Ga-jelzett ciklodextrin szdrmazékok tumorcélzé potencialjat Ne/De
tumort hordozé patkanyokon is vizsgaltuk, 8 + 2 nappal a tumorsejtek vesetok ald torténd
miitéti beiiltetését kovetden (SRCA miitét). Ahogy ezt mar kordbban bemutattuk ennek az
attétképzo allatmodellnek az a sajatossaga, hogy a vesetok ala transzplantalt sejtek egy héten
beliil attétet képeznek a mellkasban 1évé paratimikalis nyirokcsomoba. Vizsgalatunkban az
el6z6 kisérletsorozatban is alkalmazott szingénikus-ortotdpikus transzplantaciot végeztiik,
vagyis F-344-es patkanyokbol szarmaz6 mezoblasztos nefroma (Ne/De) tumorsejteket
iiltettiink be az azonos torzsbdl szdrmazd patkanyok vesetokja ald (Trencsényi €s mtsai.,
2009). Miutan in vivo 2-[*®FJFDG-PET képalkotassal igazoltuk a bal vesetok alatt ndvekve
primer Ne/De tumorok és a paratimikalis nyirokcsomd (PTLN) metasztazisok jelenlétét,
elvégeztiik a PET képalkotast a [*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD-vel és [%8Ga]Ga-NODAGA-
RAMEB alkalmazasival. Az igy késziilt felvételeken koriilbeliil 5-10-szer nagyobb ®®Ga-
jelzett radiotracer felvételt talaltuk (17. abra és 6. tablazat), mint a szubkutan Ne/De
tumormodellben (18. abra és 7. tablazat). Ennek a jelenségnek a magyarazata az, hogy a
szubkutan transzplantaciobol hianyzik az ortotopikus szoveti mikrokdrnyezet. Ezzel szemben
az SRCA modellben a tumorsejteket ortotopikus helyre iltetjiik be, ahol kedvezd

crer

kialakulasat (Borgstrom és mtsai., 2013).

Az immunhisztokémia eredményeit tekintve az A20, BXPC3, B16-F10, Ne/De és He/De
tumorsejtek membranjdban erés EP2 receptor pozitivitast mutattunk ki, mig a HT1080 és a
PancTu-1 tumorok esetében mérsékeltebb receptor expressziot jelzd alacsonyabb jelintenzitast
észleltiink. Azonban meg kell jegyezziik azt is, hogy a [®*Ga]Ga-NODAGA-HPBCD-vel és
[*®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB alkalmazisaval késziilt in vivo PET vizsgalatok vizualis
értékeléskor azt tapasztaltuk, hogy a PGE2 pozitivitas eltéré volt az immunhisztokémiai
metszeteken azonositott receptor-pozitivitashoz képest. A tumorsejtek  receptor-

expresszidjanak valtozéasa a tumor progresszidja soran magyarazhatja ezt a jelenséget. A tumor
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novekedését a nekrdzis, a kronikus gyulladds és a kronikus, valamint a ciklikus hipoxia
megjelenése jellemzi, amelyek pozitiv korrelaciét mutatnak mind a PGE2-termeléssel, mind
a PGE2-receptorok expressziojaval (Nasry €s Martin, 2021). Vizsgalatunkban a kisérleti
allatok PET felvétele 10-12 nappal a tumorsejtek injektalasat kovetden tortént, majd ezt
kovette az immunhisztokémiai vizsgalat. Ezért feltételezziik, hogy még nem kovetkezett be
olyan nagymértékli tumor-differencialoédas és ehhez kapcsoloddé PGE2-receptor expresszid
novekedés, amely az immunhisztokémiai festéssel kimutathat6 lett volna. Egy masik dolog,
amit figyelembe kell venni, hogy a festés a receptorra specifikus, mig a %Ga-jelzett
ciklodextrin szarmazékok mind a PGE2-t 6nmagaban, mind a receptorahoz kété6dé PGE2-t
jelzik. Igy a PET képalkotassal vizudlisan erésebb pozitivitast regisztralhattunk, mivel a
radiofarmakonok a PGE2-t (6nmagaban vagy receptorral egyiitt) detektaljak, mig a festés csak
a receptort mutatja, amelynek mennyisége - a korabbi irodalmi adatok alapjan - valdsziniileg

nem volt ennyire kifejezett az altalunk vizsgalt daganatokban.
A kisérletsorozatok értékelése soran a kdvetkezd korlatokat fogalmaztuk meg:

1. Az Aéltalunk képalkotasra hasznalt, az intézetiinkben fejlesztett MiniPET-II
késziilékhez nem tartozik anatomiai képalkoto berendezés. Ennek hidnya kiilondsen a
kis méretli, de nagyobb aktivitasu szovetek esetében (attétes nyirokcsomo) a valds
méretnél nagyobbnak latatja az elkésziilt bomlaskorrigalt PET felvételen az adott

szovetet, ezaltal nehezitve annak pontos lokalizaciojat.

2. Bar az altalunk végzett vizsgalatok sordn az alkalmazott kisérleti rendszerben
kizarolag a daganatokban és a nyirokcsomo metasztazisban volt megfigyelhetd %8Ga-
jelzett ciklodextrin akkumulacié, azonban a tumor-asszocialt és intratumoralis

gyulladasos folyamatok mértékének megallapitasa tovabbi vizsgélatokat igényel.

3. Eredményeink arra utalnak, hogy szoros kapcsolat van a PGE2 és a %Ga-jelzett
ciklodextrin szarmazékok akkumulacidja kozott, de a pontos célzasi mechanizmus
még mindig nem vilagos. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak tisztazasara, hogy a
radiotracer el6szor a PGE2-hoz kotédik-e, majd egyiitt kotédnek az EP2-receptorhoz,
vagy a farmakon a mar EP2-receptorhoz kotott PGE2-t célozza meg. Az is lehetséges,
hogy a két folyamat egyszerre zajlik, azonban ezek dinamikaja nem teljesen tisztazott.
Tovabbad ezeket a folyamatokat nagymértékben befolydsolhatja a tumor
mikrokdrnyezete, annak tulajdonsagai (pl.: prosztaglandin-termelés, hipoxia stb.) és az

EP2-receptor-siiriiség.
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Kisérleteink sordn az alabbi 0j eredményeket allapitottuk meg:

1. Az SRCA miitéti technikaval l1étrehozott szingénikus metasztazis allatmodellben leirtuk,
hogy mind a primer tumorok (vesetok alatti), mind pedig a metasztazisok biologiai viselkedése
leirhatd és kovethetd non-invaziv képalkotd technikakkal target-specifikus PET
radiofarmakonok alkalmazéasaval.

2. Létrehoztunk egy olyan uj, in Vvivo experimentalis onkoldgiai allatmodell-rendszert,

crer

metasztazisok tumor formal6 képessége.

3. Preklinikai PET vizsgélatainkban a Ne/De kémiailag indukalt mezoblasztos nefroma
tumorokban a neo-angiogenezissel Osszefliggé avPs integrin és APN/CD13 expresszidja
azonosithato volt [#3Ga]Ga-NODAGA-RGD és [8Ga]Ga-NOTA-cNGR radiotracerekkel.

4. Az egymast kovetd attétes nyirokcsomo transzplantaciok kovetkeztében a vesetok alatt
novekvé tumorok és a mellkasi paratimikdlis metasztazisok 2-[**F]JFDG, [*®®Ga]Ga-
NODAGA-RGD és [*8Ga]Ga-NOTA-cNGR felhalmozodasanak folyamatos nvekedése volt

megfigyelhetd, amelyet a Western blot elemzésekkel is igazoltunk.

5. PET képalkotassal alatdmasztottuk, hogy a Ne/De tumorok és attéteik esetében a sorozatos
nyirokcsomo transzplantaciok eredményeként megfigyelt gliikozanyagesere fokozodas,
valamint a neo-angiogenezissel dsszefliggd 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 alkalmazhatdsagat a PGE2-receptor pozitiv szubkutan ndvekedd

daganatok diagnosztikajaban.

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

tumorok és a kialakuld metasztazisok egyarant azonosithatoak.
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6 Osszefoglalas

Az elmult évtizedben szamos preklinikai €és klinikai kutatds ugyan folyamatosan bovitette
ismereteinket a metasztatikus kaszkad folyamatat illetéen, azonban tovabbra is megoldatlan a
kérdés, hogy az attétek 0j metasztatikus elvaltozasokat alakitanak-e Ki, vagy minden attét az
elsddleges elvaltozasbol szarmazik. Ezzel Osszefiiggésben, a primer tumorokban ¢&s
metasztazisaikban zajlo neo-angiogenezist a tumor progresszid €s az attétképzés egyik
sarokkovének tekintik. A daganatban expresszaldédd neoangiogén molekulakat célzo Uj
radiofarmakonok és a nem invaziv molekularis képalkotod technikdk (pl. PET) értékes
diagnosztikai lehetéséget nytjthatnak a daganatban zajlo valtozasok értékeléséhez, valamint
a tumor progresszidjanak gatlasdra irdnyuld kezelések bevezetéséhez, hatékonysaguk
ellendrzéséhez.

Jelen dolgozatban bemutattuk, hogy SRCA miitéti technikaval 1étrehoztunk egy olyan 1j, in
vivo experimentalis onkologiai allatmodell-rendszert, amelyben attétes nyirokcsomok
képessége. Ebben a modellben mind a vesetok alatti primer tumorok, mind pedig a
metasztazisok neo-angiogenezissel Osszefiiggd avPz integrin és APN/CD13 expresszioja
leirhatd és kovethetd non-invaziv képalkotd technikakkal target-specifikus [®3Ga]Ga-
NODAGA-RGD és [*®Ga]Ga-NOTA-cNGR PET radiofarmakonok alkalmazasaval. Az
egymast kovetd attétes nyirokcsomo6 transzplantaciok kdvetkeztében a vesetok alatt névekvo
tumorok és a mellkasi paratimikalis metasztazisok 2-[*8F]FDG, [®®Ga]Ga-NODAGA-RGD és
[8Ga]Ga-NOTA-cNGR felhalmozodasanak folyamatos ndvekedését tapasztaltuk. Az igy —
ebben a kisérleti rendszerben — megfigyelhetd glilkdzanyagcsere fokozodas, valamint a neo-
angiogenezissel 0sszefliggd owPs integrin €s APN/CD13 molekuldk emelkedett expresszidja a
metasztazisok fokozddd malignitdsara utalhat. A daganatok neo-angiogenezisét egy
kozvetettebb jelatviteli rendszerben (COX2-PGE-tengely) vizsgalva in vivo preklinikai PET
képalkotassal igazoltuk, hogy a %Ga-jelzett HPBCD és RAMEB ciklodextrin szarmazékok
alkalmasak a PGE2-receptor pozitiv, illetve PGE2-t termel6 ortotopikusan €s heterotopikusan
transzplantalt primer tumorok és a kialakul6é metasztazisok azonositasara.

A neoangiogenezis molekularis jellemzdinek, példaul a kiilonbozé tipusu integrineknek, az
aminopeptidaz N-nek (APN/CD13), illetve a PGE2-nek a nem invaziv képalkoto technikakkal
torténd detektalasa lehetOséget biztosit a megfeleld anti-angiogén kezelés kivalasztasara,
nyomon kdvetésre, valamint a pontos terapids dontéshozatalra, amelyeknek kulcsfontossagu

szerepiik van a betegek kezelésében.
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7 Summary

Although a great amount of preclinical and clinical research over the past decade has steadily
increased our knowledge of the metastatic cascade process, the question of whether metastases
develop into new metastatic lesions or whether all metastases arise from the primary lesion
remains unresolved. In this context, neo-angiogenesis in primary tumours and their metastases
is considered a cornerstone of tumour progression and metastasis. New radiopharmaceuticals
targeting neo-angiogenic molecules expressed in tumours and non-invasive molecular
imaging techniques (e.g. PET) may provide valuable diagnostic tools to assess changes in
tumours and to introduce treatments inhibiting tumour progression and to monitor their

efficacy.

In the present work, we have demonstrated that we have established a novel in vivo
experimental animal model system for oncology using the SRCA surgical technique, in which
the tumor-forming ability of lymph node metastases can be monitored by serial transplantation
of metastatic lymph nodes. In this model, both the expression of a3 integrin and APN/CD13
associated with neo-angiogenesis of both primary tumors and metastases in the renal tubules
can be described and monitored by non-invasive imaging techniques using target-specific
[*®Ga]Ga-NODAGA-RGD and [*®Ga]Ga-NOTA-cNGR PET radiopharmaceuticals.
Consecutive metastatic lymph node transplantations resulted in a steady increase in the
accumulation of 2-[*F]JFDG, [%®Ga]Ga-NODAGA-RGD and [®®Ga]Ga-NOTA-cNGR in
tumors growing under the kidneys and in thoracic parathyroid metastases. The increase in
glucose metabolism observed in this experimental system, as well as the increased expression
of a3 integrin and APN/CD13 molecules associated with neo-angiogenesis, may indicate the
increasing malignancy of metastases. By investigating tumor neo-angiogenesis in a more
indirect signaling system (COX2-PGE axis), we demonstrated by in vivo preclinical PET
imaging that %Ga-labeled cyclodextrin derivatives HPBCD and RAMEB are suitable for
identifying PGE2 receptor-positive and PGE2-producing orthotopically and heterotopically

transplanted primary tumors and developing metastases.

The detection of molecular features of neoangiogenesis, such as different types of integrins,
aminopeptidase N (APN/CD13) and PGEZ2, by non-invasive imaging techniques provides the
opportunity for appropriate anti-angiogenic treatment selection, monitoring and accurate

therapeutic decision-making, which play a key role in the treatment of patients.
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