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1 Bevezetés

A rosszindulati daganatos megbetegedések el6fordulasanak folyamatos novekedése
vilagszerte sulyosbodd egészségligyi problémat jelent. A WHO (World Health Organization)
2022-2024-es becslései alapjan 2022-ben kozel 10 millié daganat okozta halalesetet és 20 millio
Uj tumoros megbetegedést regisztraltak, mely érték 2050-re varhatéan 77%-kal, 35 milliora
emelkedik. Az eurdpai orszagok koziil Magyarorszag a daganatos megbetegedések statisztikai
szempontjabol kiilondsen kedvezétlen helyen all. A GLOBOCAN (Global Cancer
Observatory) 2022-es adatai szerint Magyarorszagon a malignus betegségek 100 000 f6re jutd
éves incidencidja koriilbeliil 340, mig a haldlozas kozel 140. Hazankban a daganatos
megbetegedések koziil a ndgyogyaszati malignus betegségek beleértve az emld-, cervix- és
ovariumtumorokat kimagaslé eléfordulasi gyakorisdggal jellemezhetdk és jelentds halaloki
tényezdt képviselnek. 2012-ben és 2017-ben az Eurdpai Unidban Magyarorszagon regisztraltak
a legmagasabb ndi emlérak okozta haldlozast, és ez a szam jelenleg is a legmagasabb (OECD
Country Cancer Profile 2025 Hungary). A cervixtumorok 2023-ban regisztralt évi 1251 uj
esettel és 482 haldlozassal (ICO/IARC), az ovariumtumorok pedig 1012 frissen felfedezett
esettel és 702 daganat miatt bekdvetkezd haldlozassal szintén magas kockazata helyen allnak a
hazai statisztikaban (GLOBOCAN, 2022).

Figyelembe véve a kedvezétlen adatokat, a daganatos elvaltozasok korai és pontos
felismerése kulcsfontossagt a mieldbbi, hatékony terapia megkezdése érdekében. Az idében
elinditott célzott kezelés a betegek tulélési esélyeinek javitdsa mellett hosszu tavon jelentds,
kedvez0 egészségiigyi, tarsadalmi, valamint szocidlis kovetkezményekkel is bir. A mindennapi
onkologiai diagnosztikéban az egyik leggyakrabban alkalmazott képalkoto6 eljaras a kiilonb6z6
radiofarmakonokkal — végzett pozitronemissziés tomografia (PET/positron emission
tomography). Ez a non-invaziv, funkcionalis leképezési technika lehetévé teszi a primer
elvaltozasok ¢s az attétek pontos azonositasat, és ezaltal a terapia szempontjabol dontd
fontossagu stddium meghatarozasat.

A daganatok kialakuldsa és progresszidja egy tobblépcsds, komplex folyamat, melyben
a hipoxia és az angiogenezis, azaz az 01j erek kialakuldsa kozponti szerepet toltenek be. Az Uj
erek képzddése biztositja a daganatok megfeleld oxigén- és tadpanyagellatasat, ezért a
neoangiogenezis elengedhetetlen a malignus elvaltozasok fennmaradasahoz és novekedéséhez.
A tumorok mikrokdrnyezetében kialakul6 hipoxia aktivalja az érijdonképzddési folyamatokat,
igy el6segiti a tumorok ndovekedését, és a metasztazisok kialakuldsat. A hipoxia és az

angiogenezis tehat szoros kapcsolatban 4llo, karcinogenezis szempontjabdl meghatarozo



tumorbiologiai tényezok, ennélfogva a hipoxiaszelektiv, illetve az angiogenezis biomarkereit
targetald specifikus nyomjelzok fejlesztése és in vivo vizsgalata igéretes irdnyt képvisel az
onkoldgiai diagnosztikai hatékonysag ndvelésében.

Az utobbi években, az angiogén biomarkerek koz¢é tartozo prosztaglandin E2 (PGE2)
az izotopdiagnosztikai kutatasok kdozéppontjaba kertilt. A ciklooxigendz-2 (COX-2) enzim altal
termelt bioaktiv lipid szdmos jelatviteli Ut aktivalasa révén serkenti a tumor-asszocialt
terjedését. Korabbi kutatasok igazoltak, hogy a gliikoz alapu ciklodextrin molekulak, példaul a
random metilezett béta-ciklodextrin (RAMEB) nagy affinitassal kotddnek a PGE2-hoz, igy a
radioaktivan jelzett ciklodextrinek kiemelkedd vektorok lehetnek a tumoros érujdonképzdodés
non-invaziv megjelenitésében. Tovabba, az értjdonképzodés és a hipoxia kozotti szoros
Osszefiiggés kovetkeztében a daganatokban kialakuld csokkent oxigenizacio PET-alapu
vizsgalata szintén értékes eszkdz az angiogenezis in vivo kimutatdsdban. A tumoros hipoxia
detektalasara az onkoldgiai PET vizsgalatok soran leggyakrabban hasznalt 2-['*F]fluoro-2-
dezoxi-gliikoz (['*F]FDG) is alkalmazhat6, azonban tekintettel a nyomjelzé nem specifikus
karakterére, a szoveti oxigénhidny szelektiv kimutatasara képes radiojelzett nitroimidazol (NI)-
szarmazékokkal (['* FJFAZA/'8F-jelélt fluoroazomicin arabinozid) torténd leképezés pontosabb
képet nyujt. A hipoxia/angiogenezis célponti képalkotas a diagnosztikai pontossag novelésén
keresztiil eldsegiti a megfeleld terapids dontéshozatalt, melynek szerepe a betegek tulélése
szempontjabol vitathatatlan. Tovabba, a targetspecifikus radiofarmakonok alkalmazasaval
lehetéség nyilik a karcinogenezis hatterében alldé molekularis mechanizmusok mélyebb
megertésére, mely a jovOben Ujabb diagnosztikai és terapids targetek azonositasahoz vezethet.

Mindezek alapjan, kutatasunk célja angiogenezist targetalo, radioaktiv ciklodextrin-
szarmazékok (gallium-68 izotéppal jelzett hidroxipropil-béta-ciklodextrin ([*Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD és random metilezett béta-ciklodextrin ([**Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB)) és
hipoxiaspecifikus radiofarmakonok in vivo diagnosztikai képességének a tanulmanyozasa

kiilonbo6z6 tipusu experimentalis négyogyaszati tumorokon PET technika alkalmazésaval.



2 Célkitizések

A fentiek alapjan feltételeztiik, hogy a radioaktiv ciklodextrin-szarmazékok alkalmas
molekuléris vektorok lehetnek a tumor-asszocialt angiogén folyamatok in vivo detektalasara
emlétumorokban. Ennélfogva, kutatasunk els6 részében célul tliztiik ki:

1. a ®%Ga-jelolt RAMEB és HPPCD molekuldk ([**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és
[%¥Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) angiogenezis kimutatasara valo diagnosztikai teljesitményének

értékelését, valamint

2. a két ciklodextrin-alapu radiofarmakon diagnosztikai képességének és tumorfelvételi
sajatossdgainak Osszehasonlitisast HER2+ MDA-MB-HER2+ ¢és tripla-negativ. 4Tl

emlétumorok preklinikai modelljeiben PET képalkotassal.

Kutatasunk tovabbi részében vizsgaltuk, hogy az ['*F][FAZA PET és az ['®F]FDG PET
képalkotds kombinalt hasznalata képes-e az ['®F]JFDG 6nmagéaban torténd alkalmazasibol
eredd nem specifikussag csokkentésére a tumorhipoxia kimutatdsadban. Ennek érdekében célul
tliztiik ki:

3. az [ F]JFAZA és ['|F]FDG nyomjelz8k felvételi mintdzatainak Osszehasonlitasat
kiilonb6z6é biologiai viselkedésii - multidrog-rezisztens (P-glikoprotein pozitiv/Pgp+) ¢és
multidrog-szenzitiv (P-glikoprotein negativ/Pgp-) - huméan ovarium- és cervixkarcindéma
xenograftokat hordozd sulyos kombindlt immunhidnyos egérmodellekben (ovarium: Pgp-

A2780 és Pgp+ A2780AD; cervix: Pgp- KB-3-1 és Pgp+ KB-V-1).

4. az ["*F]FDG hipoxia azonositaséara val6 hatékonysdganak tanulméanyozasat, valamint
az oxigénhidny gliikdzmetabolizmusra gyakorolt hatdsainak vizsgélatat in vitro koriilmények

kozott.

Preklinikai eredményeink hozzajarulhatnak a malignus elvaltozasok biologiai
viselkedésének részletesebb megértéséhez, ami hosszu tavon megteremtheti a személyre

szabott daganatdiagnosztika €s terapids dontéshozatal alapjait.



3 Anyagok és modszerek
3.1 Radiofarmakonok
3.1.1 ['®F]FDG szintézise

A radiojeldlt gliikozmolekuldt napi szinten szintetizaljdk a Debreceni Egyetem,
Altalanos Orvostudomanyi Kar, Képalkoté Intézet, Nuklearis Medicina Tanszékén az
onkologiai betegek ['*FJFDG PET/CT vizsgalatainak kivitelezése céljabol. A radiojelzéshez
sziikséges '*F~ iont ciklotronban hozzak létre '30-dusitott viz felhasznalasaval. Ezt kovetéen a
18F- jont automatizalt FDG gyarté panelre teszik, ahol a prekurzor (vizmentes acetonitrilben
oldott trifluormetanszulfonil-B-D-mannoz (TATM)) radiojel6lése nukleofil szubsztiticio révén
torténik. A nukleofil szubsztiticié 85 °C-on tdrténik, terméke a 1,3,4,6(TA-['®F]FDG). Ez a
molekula védo acetilcsoportokot hordoz, melyeket savas kdzegili hidrolizissel tavolitanak el
sosav alkalmazasaval. A hidrolizis magas — 120 °C - hémérsékleten és nagy nyomas alatt
torténik. A szintézis végterméke a 2-['*F]fluor-B-D-dezoxi-gliikk6z, amit fiziologias sooldattal

higitanak a megfelel6 koncentraciora.

3.1.2 ['8F]FAZA szintézise

A [®FIFAZA eldallitissa Képes és munkatarsai (2024) altal leirt modszer alapjan
Tanszékiinkon tortént.

A ciklotronban eldallitott radionuklidot Sep-Pak Accell Plus QMA gyantan
immobilizaltuk, majd 15 mg Kryptofix 2.2.2. és 3,5 mg KoCOs vizes/acetonitriles oldataval a
reakcidedénybe juttattuk. A viz eltavolitasa c€ljabodl az elegyet csokkentett nyomason és emelt
homérsékleten beszaritottuk, majd S5 mg prekurzort (1-(2,3-diacetil-5-tozil-a-d-
arabinofuranozil)-2-nitroimidazol) 1 mL dimetil-szulfoxidban feloldva adtunk hozza. A
reaktort 100 °C-ra fitottiik és 5 percig ezen a hdmérsékleten tartottuk. A rendszert 40 °C-ra
lehtitottiik, és a reakcidelegyet 2 percig NaOH oldattal (1 mL, 0,1 M) hidrolizaltuk, majd 0,1
M-os esetsavval semlegesitettiik. Ezutan a nyers reakcidelegyet egy Macherey-Nagel szilard
fazist extrakcidé (SPE/solid phase extraction) oszlopsorozaton vezettikk at, ami egy
kationcserélé (PS-H", nagy), egy anioncseréld (2 db Chromafix PS-OH™, nagy), egy semleges
aluminium-oxid (Alox N, nagy) és egy forditott fazisu (2 db HR-P, nagy) oszlopbol épiilt fel.
Az oszlopsort elézetesen 10 mL EtOH-val aktivaltuk, és 25 mL steril és bakterialis endotoxintol
mentes vizzel mostuk at. A ['SFJFAZA-t végiil 12 mL 15%-os etanol felhasznalasaval nyertiik

ki és 1,7 mL 10%-os NaCl-ot, illetve 0,7 mL 1M NaH;POs-ot tartalmaz6 gytijtéfiolaba



gyljtottilk. A radiokémiai tisztasagot radiodetektorral kombindlt nagy teljesitményli

folyadékkromatografiaval (HPLC/high-performance liquid chromatography) ellendriztiik.

3.1.3 [%8Ga]lGa-NODAGA-HPBCD szintézise

A prekurzor vegyiiletet (NODAGA-HPBCD) Hajdu és munkatarsai (2019) hoztak 1étre
a 6-Deoxy-6-monoamino-(2-hidroxipropil)-B-ciklodextrin (NH2-HPBCD, (Cyclolab Kft.
Budapest, Magyarorszag)) és a p-NCS benzil-NODA-GA (NODAGA, (CheMatech, Dijon,
generatort ultra tiszta HCI oldattal (5 mL, 0,1 M) elualtuk. Ezt kovetéen a legnagyobb
mennyiségben aktiv anyagot tartalmazé frakciobol 1,2 mL-t natrium-acetattal puffereltiink
(1M, 170 pL, pH = 4). NaOH oldat (2%, 59 pL) alkalmazasaval a minta pH értékét 4,2-re
allitottuk. Ezutan a keverékhez 20 pL prekurzor toérzsoldatot (1 mM) adtunk. Tizenét perc 95
°C-os inkubacidt kovetden a mintat felvittiik a Light C18 Sep-Pak oszlopra (Waters, Milford,
Massachusetts, USA). A puffer eltdvolitdsdhoz az oszlopot 2 mL vizzel mostuk. A 1étrehozott
végterméket ([®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD) EtOH (96%, 0,5 mL)/izoténias NaCl oldat 1:2
aranyu elegyének segitségével elualtuk. Az etanoltartalom 10% ala torténd csokkentése céljabol
a terméket 0,9%-0s NaCl oldat felhasznalasaval higitottuk. Az in vivo kisérleteket megeléz6en

a produktumot sterilre szurtiik. A radiokémiai tisztasagot HPLC-vel hataroztuk meg.

3.14 [*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB szintézise

A %8Ge/*®Ga generatorbol kinyert %Ga eludtumot (1 mL) 1M 160 uL natrium-acetattal
puffereltiik az optimalis pH-érték beallitasa céljabol (pH = 4,3-4,5). Ehhez adtuk hozza a
DOTAGA-RAMESB vizes oldatat (5 pL, 3 mM). A mintat 10 percen keresztiil 95 °C-on allni
hagytuk, majd a Light C18 Sep-Pak oszlopra juttattuk. A %*Ga izotoppal radiojeldlt végterméket
([®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) EtOH (96%)/izoténias NaCl oldat 1:2 arany keverékével
elualtuk. A radiokémiai tisztasagot radiodetektorral kombinalt forditott fazisi nagy
teljesitményti folyadékkromatografia (RP-HPLC/reversed-phase high-performance liquid
chromatography) segitségével hataroztuk meg. Az etanoltartalom 10% ala torténd csokkentése
miatt a produktumot 0,9%-0s NaCl oldat felhasznaldsaval higitottuk. Végiil, az in vivo

alkalmazas el6tt a végterméket sterilre szilirtiik.



3.2 In vitro Kisérletes modszerek
3.21 Alkalmazott sejtvonalak, sejttenyésztés
3.2.1.1 MDA-MB-HER2+ sejtek

Az MDA-MB-HER2+ emlérédk sejteket az American Type Culture Collection-tdl
(ATCC, Manassas, VA, USA) vasaroltuk, és a disztribitor ajanlasai szerint kertltek
tenyésztésre. A sejteket 10% hdinaktivalt magzati szarvasmarha szérumot (FBS, (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)) ¢és 1% antibiotikum oldatot tartalmazo
Dulbecco-féle modositott Eagle taptalajpan (DMEM + GlutaMAX™-1 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)) tenyésztettiik. A sejtvonalat T-75 sejttenyészto
flaskakban (12 mL tapoldat) 37°C-on, 5% CO- tartalmu inkubatorban tartottuk (ESCO CCI-
170B-8 inkubator Esco Micro Pte. Kft., Szingaptr). A sejteket 80%-os konfluencia elérését
kovetden hetente harom alkalommal passzaltuk ¢és koriilbeliil 5-8 passzalast kovetden
hasznaltuk fel az in vivo vizsgélatokhoz. A transzplantaciot megelézden a sejtek életképességét
tripankék exkluzids teszttel hataroztuk meg, majd pontosan beallitottuk a tumorindukcidhoz

sziikséges sejtkoncentraciot.

3.2.1.2 4T1 sejtek

A 4T1 tripla-negativ emldrak sejtvonalat szintén az American Type Culture Collection-
tdl (ATCC, Manassas, VA, USA) szereztiik be, és a forgalmazd ajanldsainak megfeleléen
tenyésztettiik. A sejteket 10% hdinaktivalt FBS-el kiegészitett Roswell Park Memorial Institute
1640 (RPMI Medium 1640 + GlutaMAX™.I (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)) tapoldatban T-75 sejttenyésztd flaskdkban (12 mL tadpoldat/T-75 flaska)
tenyésztettilk. A sejtek inkubalasat 37°C-on, 5% CO> tartalom mellett végeztiik (ESCO CCl-
170B-8 inkubator Esco Micro Pte. Kft., Szingaptr). Passzalast 2-3 naponta végeztiink, 80%-o0s
konfluencia elérésekor. A 4T1 sejteket szintén 5-8 passzazst kovetden alkalmaztuk a bioldgiai
vizsgalatokhoz. A sejttranszplantacio eldtt a sejtek viabilitasat tripankék festékexklizios
modszerrel ellendriztiik, majd ezt kdvetden hatdroztuk meg a tumorindukcidhoz sziikséges

sejtszamot ¢és sejtkoncentraciot.

3.2.1.3 Pgp- A2780 sejtek

A Pgp- human ovéariumtumor-sejteket a Debreceni Egyetem, Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Biofizikai €és Sejtbioldgiai Intézete bocsatotta rendelkezésiinkre. A
sejteket standard laboratoriumi koriilmények kozott tenyésztettiik DMEM téptalajban, amelyet
10% FBS-el egészitettiink ki. A sejtkultardkat a korabbiakhoz hasonléan 37°C-on, 5% CO»-t

8



és 95% relativ paratartalmat biztositd inkubatorokban tartottuk. A sejtek életképességét

tripankék exkluzids teszttel vizsgaltuk. A sejtek passzalasat haromnaponta végeztiik.

3.2.14 Pgp+ A2780AD sejtek

A Pgp+ A2780AD human ovariumkarcinoma-sejteket szintén a Debreceni Egyetem,
Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézete bocsatotta
rendelkezésiinkre. A Pgp- parjaval Osszhangban a vizsgdlt sejtvonal tenyésztése standard
laboratériumi koriilmények kozott tortént DMEM, 10% FBS-el kiegészitett taptalajban. A
sejtvonal fenntartdsdhoz a tenyésztést 28 uM doxorubicin kemoterapias szer (2 mg/mL
doxorubicin-hidroklorid, Doxorubicin-Teva oldatos injekcid, Teva Gyodgyszergyar Zrt.,
Magyarorszag) jelenlétében végeztiik. A sejtkulturdkat 37°C-on, 5% CO»-t és 95% relativ
paratartalmat fenntartdé inkubdtorban tartottuk. A sejtek viabilitasat rendszeresen tripankék
exklizids modszerrel ellendriztiik. A sejtek passzalasa haromnaponta tortént. A radiofarmakon

injektalasat megel6z0 passzalas soran a kemoterapias szert eltavolitottuk a tenyésztokozegbol.

3.2.1.5 Pgp- KB-3-1 sejtek

A Pgp- KB-3-1 humaén cervixkarcindma-sejteket a Debreceni Egyetem, Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézete biztositotta szamunkra. A sejtek
tenyésztése standard laboratoriumi koriilmények kozott tortént DMEM tapkozegben, 10%
FBS-el kiegészitve. A sejtkulturakat 37 °C hémérsékleten, 5% COz-t €s 95% relativ
paratartalmat biztositd inkubatorban tartottuk. A sejtek életképességét tripankék exkluzids

modszerrel ellendriztiik, a tenyészeteket haromnaponta passzaltuk.

3.2.1.6 Pgp+ KB-V-1 sejtek

A Pgp+ KB-3-1 human cervixtumor-sejteket szintén a Debreceni Egyetem, Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Biofizikai €s Sejtbiologiai Intézete biztositotta szamunkra. A sejteket
standard in vitro koriilmények kozott tenyésztettiik DMEM tépoldatban, melyet 10% FBS-el
egészitettlink ki. A sejtvonal fenntartasahoz a tenyésztést 20 uM vinblasztin kemoterapias szer
(1 mg/mL vinblasztin-szulfat, Vinko, Kocak Farma, Gyogyszeripari és Vegyipari Kft.,
Torokorszag) jelenlétében végeztiikk. A sejtkulturdkat 37 °C-on, 5% CO»-t és 95% relativ
paratartalmat fenntart6 inkubatorban tartottuk. A sejtek viabilitasat tripankék festékexkluzios
probaval ellendriztiik, a passzalast haromnaponta végeztilk. A radiofarmakon injektalasat

megel6zd passzalas soran a kemoterapias szert eltavolitottuk a tenyésztékdzegbdl.



3.2.2 Kémiai hipoxia indukcio

kobalt-dikloriddal (CoCl,, (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)) kezeltiik 24, illetve 48
oran at. A szakirodalmi adatok alapjan a CoCl, alkalmas a hipoxias allapot in vitro
reprezentalasara, mivel a HIF-1a prolil-hidroxilazok aktivitdsanak blokkoldsa révén gatolja a

HIF-1a lebomlasat.

3.2.3 In vitro radiofarmakon-felvételi vizsgalatok

A kontroll és a CoClo-vel kezelt sejteket 1 x 10° sejt/mL koncentracidban 5 mM D-
gliikézt tartalmazo PBS oldatban (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
10 percen keresztiil eldinkubaltuk 36 °C-on. Ezt kovetden a kezeletlen sejtmintahoz és a CoCle-
inkubalt sejtcsoporthoz is 0,37 MBq/mL aktivitasa ['*F]JFDG-t adtunk. Az ['*F]FDG-
inkubaciot kdvetden a sejtek radiofarmakon-felvételét hideg PBS oldat hozzaadéaséaval allitottuk
le. Ezutan a sejteket haromszor mostuk azonos Osszetételli oldattal, majd kalibralt gamma
szamlaloval mértiik a mintak radioaktivitasat az ['®F] energiaablakdban (Canberra-Packard
Cobra II tipusi gamma szamlalo, Canberra Packard Central Europe GmbH, Schwadorf,
Ausztria).

Az eredményeket a bomlas figyelembevételével korrigaltuk, és a radiofarmakon-
felvételt percenkénti beiitésszam™ (cpm/10° sejt)! forméaban adtuk meg. A sejtek radiotrészer-
felvételét az inkubécios aktivitas szazalékaban (ID%) is kifejeztiik, amely azt jelzi, hogy az
inkubéciés kozegben jelen 1év6 ['®F]FDG aktivitds hdny szazalékat veszi fel 1 x 10° sejt.
Tekintettel arra, hogy az ['FJFAZA kizarélag hipoxids koriilmények kozott képes
intracellularis makromolekulakhoz kotédni, valamint figyelembe véve, hogy a CoCl-indukalta
hipoxiat normoxids kdrnyezetben alakitottuk ki, az in vitro felvételi vizsgélatokat kizardlag

['®F]FDG radiofarmakonnal végeztiik el.

3.24 Western blot analizis

A CoCly-kezelt és kezeletlen kontrollsejtek HIF-1a, GLUT1 és HK2 expresszidjat
Western blot analizissel hataroztuk meg. Az analizist teljes sejtlizdtumok felhasznalasaval
végeztik. Az analizisiekhez natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-
PAGE/Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) alkalmaztunk, amely
kovetden 10 percig forraltunk. Hatvan pg fehérjét valasztottunk el 7,5%-o0s SDS-PAGE gélen.

A gél fehérjetartalmat nitrocelluloz membranra vittiik at. A sejtmembran és az antitestek kdzotti
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nem specifikus fehérjekdlcsonhatasok gatlasara 5% zsirszegény szaraz tejport tartalmazo
PBST-t (foszfatpufferelt s6oldat + 0,05% - 0,1% Tween 20) alkalmaztunk. Blokkolas utan a
membranokat mostuk és a gyart6 ajanlasanak megfeleld higitasban az els6dleges antitestekkel
(Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) 4 “C-on, egy ¢jszakan at inkubaltuk. Harminc perc PBST-
vel torténd mosast kovetéen a membranokat masodlagos antitestekkel (anti-nyul IgG antitest,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) inkubaltuk szobahémérsékleten 1 6ran keresztiil.
A maésodlagos antitesteket 1:1000 higitdsban, 1% zsirszegény szaraz tejport tartalmazé PBS
oldatban alkalmaztuk. A fehérjesavokat kemilumineszcens eljarassal detektaltuk a gyarto

protokolljanak megfeleléen (Pierce, Rockford, IL, USA).

3.3 In vivo Kkisérletes modszerek
3.3.1 Kisérleti allatok

Az eml6tumor-modellek 1étrehozdsdhoz 12 hetes, koriilbeliil 20 grammos ndstény,
CB17 sulyos kombinalt immunhianyos (SCID/severe combined immunodeficient) egereket
hasznaltunk (n = 36), melyeket az Innovo Kft.-tdl vasaroltunk (Isaszeg, Magyarorszag). A
kisérleti allatokat steril laboratoriumi koriilmények kozott, egyénileg szelldztetett ketrecekben
(IVC, Techniplast, Buguggiate, Olaszorszag) tartottuk 26 °C + 2 °C hdmérsékleten és 55% =+
10% relativ paratartalom biztositdsa mellett. Az allatok tartdsa sordn 12 oras vilagos-sotét
ciklussal szabalyozott mesterséges megvilagitast alkalmaztunk. Tovabba, minden allat szdmara
ad libitum steril, félszintetikus ragcsalotapot (Akronom Kft., Budapest, Magyarorszag),
valamint steril ivovizet biztositottunk.

A human eredetli n6gyogyaszati tumorok (ovarium, cervix) vizsgalatdhoz szintén CB17
SCID egereket hasznaltunk (12 hetes, ndstény, 18-22 gramm, n = 10, 5 egér KB-3-1/KB-V-1,
5 egér A2780/A2780AD, Innovo Kft., Isaszeg, Magyarorszag). A kisérleti allatokat steril
kortiilmények kozott, IVC ketrecekben ellendrzott hdmérséklet (26 °C + 2 °C) és paratartalom
(55% = 10%) mellett tartottuk. Az allatok mesterséges megvildgitisa automatikusan
szabalyozott, 12 6ras cirkadian ritmus szerint tortént. Az egerek ad libitum steril félszintetikus
takarmanyt (Akronom Kft., Budapest, Magyarorszag) és steril ivovizet kaptak.

Az allattartds és kezelés a hatdlyos magyar torvények és az eurdpai jogszabalyokkal
Osszhangban tortént (2010/63/EU iranyelv). Az allatkisérletek a Debreceni Egyetem
Munkahelyi és Allatjoléti Bizottsaganak etikai engedélyével keriiltek kivitelezésre

(engedélyszam: 8/2016/DEMAB, 16/2020/DEMAB).

11



3.3.2 Szubkutan tumorindukcio

A daganatos allatmodelleket szubkutan tumorsejt-transzplantacioval hoztuk létre. A
beavatkozasokat minden esetben inhaldcids anesztéziaban végeztiik. Az altatds indukcidjahoz
3% izoflurant (Aerrane/Forane, Baxter Hungary, Budapest, Magyarorszag/AbbVie
Gyogyszerkereskedelmi Kft., Budapest, Magyarorszag), 0,4 L/min O»-t és 1,2 L/min N>O-ot
(Linde Healthcare, Budapest, Magyarorszag) alkalmaztunk, majd a fenntartds sordn az
izoflurdn koncentracigjat 1,5%-ra csokkentettik. Az anesztéziat dedikalt kisallat
altatokésziilékkel biztositottuk (Tec3 Isoflurane Vaporizer, Eickemeyer Veterinary Equipment,
Luton, Egyesiilt Kiralysag).
fertétlenitettiik, majd ezt kovetéen 5 x 10° MDA-MB-HER2+ vagy 4Tl tumorsejtet
injektaltunk a bor ald 100-120 pL térfogatban, DMEM:Matrigel 1:1 aranyu keverékében.

A ndgybdgyaszati daganatmodellek 1étrehozasdhoz a Pgp- A2780 ¢és KB-3-1
tumorsejtekb8l 3 x 10°, mig a megfeleld Pgp+ sejtvonalakbél 5 x 10° sejtet tartalmazéd
sejtszuszpenzidkat alkalmaztunk 150 pL fizioldgias sdoldatban. A Pgp- sejteket az egerek bal,
mig a Pgp+ sejteket azok jobb combjaba szubkutan injektaltuk.

3.33 Tumornovekedés monitorozasa
A tumorok novekedését tolomérdvel kovettiik. A tumortérfogatokat a kovetkezo képlet
segitségével hetente meghataroztuk:
V=(LxW?)/2
(V a daganat térfogata (mm?), L a daganat hossza (mm), W a daganat szélessége (mm)).

A méret alapjan a tumorokat kis, kozepes €és nagy méretkategoridkba soroltuk.

3.34 In vivo pozitronemisszios tomografia (PET) leképezés

Vizsgalataink elso részében, amikor a daganatok mar egyértelmiien detektalhatok voltak
mm?>-es tumortérfogat mellett - valamennyi tumoros kisallatrol heti rendszerességgel in vivo
mikroPET felvételeket készitettiink [**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és [*3Ga]Ga-DOTAGA-
RAMERB radiotrészerekkel (n = 9 4T1, n = 9 MDA-MB-HER2+). A két nyomjelzét egymast
kovetd napokon alkalmaztuk. A lateralis farokvénan keresztiil intravénéasan (iv.), 100-150 pL
fiziologias soéoldatban oldva, koriilbeliil 8-10 MBq aktivitast [**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD
radiofarmakont juttattunk a kisérleti allatokba. Hatvan perces inkubacids id6t kovetden 20

perces statikus PET adatgytijtést végeztiink a MiniPET-II kamera hasznélataval. Ezt kdvetden,
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a kovetkezd napon azonos protokoll szerint [**Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB PET leképezést
hajtottunk végre.

A masodik vizsgalati rész in vivo biodisztribicios vizsgalatait 20 + 1 nappal a
tumorindukciét kdvetden 39,12 £+ 3,34 mm® tumortérfogat mellett végeztiik. A kisérleti
egerekrdl ['F]JFDG, majd 24 oran beliil ['*F]JFAZA PET képalkotas tortént a MiniPET-II
kamera alkalmazéasaval. A radiojelzett gliikkozanaloggal végzett statikus gytijtést (20 perc) 40
perccel kb. 7 MBq ['®F]FDG (200 puL fiziolégias sdoldatban) iv. beaddsa utdn inditottuk. A
['®F]FAZA nyomjelzével (iv. 7 MBq 200 pL fiziologis séoldatban) statikus, majd dinamikus
képsorozatokat is készitettiink. A statikus leképezés esetében 120 perces inkubacids idot
kovetden 20 perces gylijtés tortént a tumorokrdl, még a dinamikus képalkotas a radiotrészer
beadasatol (0. perc) a 140. percig tartott.

Az in vivo vizsgalatokat izoflurdan-indukélta inhalacids anesztézidban végeztiik. Az
altatds indukcidjahoz 3% izoflurant (Aerrane, Forane) 0,4 L/min O»-t és 1,2 L/min N>O-t
anesztéziat dedikalt kiséllat altatokésziilékkel biztositottuk (Tec3 Isoflurane Vaporizer,

Eickemeyer Veterinary Equipment, Luton, Egyesiilt Kirdlysag).

3.34.1 MiniPET-II kamera

Az in vivo vizsgalatokat a preklinikai PET kamerdval (MiniPET-II) végeztik. A
MiniPET-II kamera a Debreceni Egyetem kordbbi DEOEC Nuklearis Medicina Intézet
(jelenleg DE AOK Orvosi Képalkoté Intézet, Nuklearis Medicina Tanszék), a Magyar
Tudomanyos Akadémia Atommagkutatod Intézet és a MEDISO Kft. kozos kutatas-fejlesztési
egytittmiikodésének eredményekeént jott 1étre.

A kamera 12 detektoregységbdl all, amelyek cériummal kevert lutécium-ittrium-ortoszilikat
(LYSO)  szcintillacios  kristdlyokat  és  pozicidérzékeny = Hamamatsu =~ H9500
fotoelektronsokszorozokat tartalmaznak. A kristalymatrixok 35 x 35 kristalybol épiilnek fel. Az
egyes kristalyok mérete 1,27 x 1,27 x 12 mm?>. A kristalyokat fényvisszaverd anyag vélasztja
el egymastol. A detektorok jeleinek digitalizalasat négycsatornas adatgyiijté kartydk végzik,
mig az események gylijtése optikai kapcsolaton keresztiil, adatgyiijtd szerver segitségével
torténik (Cisco Catalyst switch). A rendszer az els6dleges adatokat listamddban tarolja, amely
lehetdvé teszi kiilonbozo fejlett képrekonstrukceids eljarasok utdlagos alkalmazésat. A késziilék
axialis latotere 48 mm, még a tranzaxialis latdmezeje 100 mm, térbeli felbontoképessége pedig

1,1 mm, mig az érzékenysége 11,4%. Kisebb méretének és nagy felbontasanak koszonhetden a
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MiniPET-II alkalmas a laboratoriumi ragcsalokba juttatott radiofarmakonok eloszladsanak in

vivo PET leképezésére.

3.34.2 A pozitronemissziés tomografia (PET) képek elemzése

Az in vivo PET vizsgalatokat kdvetden a PET felvételeket vizualisan majd kvantitativ
moédon értékeltiik. A kvantitativ elemzés soran a korondlis PET képeken a tumorokra
ugynevezett VOI-kat (volume of interest) helyeztiink a Brain CAD képelemzdé szoftver
segitségével. Ezt kovetden kvantitativ PET paramétereket hataroztunk meg. A kovetkezo képlet
segitségével regisztraltuk a VOI-n beliili radiofarmakon koncentraciot, melyet standard
felvételi értékekben (standardized uptake value/SUV) hataroztunk meg, maximalis (SUVmax)

és atlagos (SUVmean) formaban a kovetkezo képlet alapjan:

SUV = VOI-n beliili radiofarmakon koncentracié (MBg/mL)/beadott aktivitas (MBq)/teststly
(2

A SUVmax a legnagyobb radioaktivitast mutatod voxelt jelzi, mig a SUVmean az adott
régio valamennyi voxelének atlagos aktivitasat tikkrozi. Ezen kiviil tumor-héttér ardnyt (tumor-
to-muscle ratio/T/M) szamoltunk a tumorban és az izomszovetben (hattér) mért SUV értékek
Osszehasonlitasara.

T/M = tumor SUVmean/izom (hattér) SUVmean

3.35 Ex vivo biodisztribucios vizsgalatok

A tumorfejlodéssel 0sszefiiggd ciklodextrin-felvétel valtozasainak vizsgalatara ex vivo
biodisztribicios méréseket végeztink a PET képalkotdssal megegyez6 idépontokban. A
korabbiakhoz hasonldéan az egerek lateralis farokvéndjan keresztiil koriilbeliil 8-10 MBq
[*¥Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radiofarmakonokat
injektaltunk 100-150 pL fizioldgias s6oldatban. Hatvan perccel a nyomjelzok injektalasa utan
az allatokat terminaltuk, majd felboncoltuk. A tumorokat teljes egészében eltavolitottuk, és
tomegiiket analitikai mérleg segitségével meghataroztuk. Ezt kovetéen a daganatok
radioaktivitasat kalibralt gamma szdmlaloval hatdroztuk meg (Perkin-Elmer Packard Cobra,
Waltham, MA, USA). A tumorszdvet radiofarmakon-felvételét bomlaskorrekciot kovetden
hataroztuk meg ¢s az eredményeket a beadott ddzis grammonkénti szazalékaban (%ID/g)

fejeztiik ki.
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34 Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket a MedCalc 18.5 statisztikai szoftvercsomag segitségével
végeztik (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium). A csoportok kozotti kiilonbségek
vizsgalatara az adatok eloszlasatol fliggéen kétmintds t-probat, kétutas varianciaanalizist
(ANOVA), valamint Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk. A statisztikai szignifikancia
hatarat p < 0,05 értékben hataroztuk meg. Az eredményeket atlag + szoras (SD) formajaban

tintettuk fel.
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4. Eredmények

4.1 Emlétumor xenograftok PGE2 termelésének in vivo monitorozasa

ciklodextrin alapu PET radiofarmakonokkal

4.1.1 In vivo PET leképezés

A ®Ga-jelzett ciklodextrin-szarmazékok diagnosztikai képességét HER2+ MDA-MB-
HER2+ ¢és tripla-negativ 4T1 emlétumor xenograftokon vizsgaltuk PET technika
alkalmazasdval. A szubkutdn tumorindukcié minden beoltott allat esetében sikeresnek
bizonyult, ugyanis valamennyi egérben a transzplantaciot kovetd koriilbeliil 20. napon

crer

vivo bioldgiai vizsgalatokba (MDA-MB-HER2+ =18 ¢és 4T1 n = 18).

4.1.1.1 MDA-MB-HER2+ tumorok

Az MDA-MB-HER2+ tumorhordoz6 egerekrdl késziilt PET képek vizualis értékelése
alapjan mindkét nyomjelzé kifejezett felhalmozodast mutatott az MDA-MB-HER2+
tumorokban valamennyi vizsgélati idépontban. A tumorok radiofarmakon-felvétele az ido
elérehaladtaval fokozatos novekedést mutatott, amely kiillondsen a RAMEB molekula esetében
volt kifejezett az 50. és a 65. napok kozott. Tovabba, a [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB PET
képeken szamottevd hattéraktivitas volt megfigyelhetd, mig a HPBCD felvételeken a mellkasi
és a hasi régidkban csak minimalis nem specifikus radioaktivitast detektaltunk, ami lehetdvé
tette a tumorok ¢les koriilhatarolasat. A szubkutan novekvo tumorok halmozasan tul, mindkét
PET sorozaton szignifikdns trészerhalmozas mutatkozott a vesékben, mely a nyomjelzék
rendlis kivalasztasara utal.

A vizualis megfigyeléseinket a PET képek kvantitativ analizise is megerdsitette.
Mindkét ciklodextrin nyomjelzd nagy affinitassal kotédott a HER2+ tumorokhoz. A SUV
értékek elemzése - Osszhangban a kvalitativ értékeléssel - mindkét radiofarmakon esetében
folyamatosan emelkedd trészerkoncentraciokat mutatott a kisérlet teljes idOtartama alatt
([°®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD: 0,04+ 0,006, 0,06+0,015 és 0,070,013 a 30., 50. és 65.
kisérleti napokon, [©¥Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB: 0,02 + 0,003, 0,03 + 0,005, and 0,06 + 0,009
30, 50 és 65 nappal az oltast kovetden). A HPBCD ¢és a RAMEB szarmazék tumorfelvételi
értekeinek Osszehasonlitdsa sordn a 35. és az 50. kisérleti napokon a HPBCD molekula
szignifikdnsan magasabb akkumulaciot mutatott a RAMEB vegyiilethez képest, azonban az
utolso idépontban (65. nap) ez a kiilonbség mar nem mutatkozott statisztikailag szignifikdnsnak

(p <0,05).
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4.1.1.2 4T1 tumorok

A szubkutan novekvo tripla-negativ 4T1 tumorok - az MDA-MB HER2+ tumorokhoz
hasonléan - mindkét nyomjelzd alkalmazasaval egyértelmiien azonosithatéak voltak
mindhdrom vizsgalati idOpontban. Ugyanakkor a tumorfelhalmozodas 0Osszességében
magasabbnak bizonyult a radiojelezett RAMEB szarmazék esetében kiilondsen a 20. kisérleti
napon. A korabbi megfigyelésekkel megegyezden mindkét radiofarmakon esetében
folyamatosan novekvo trészerhalmozast észleltiink a kisérleti iddszak soran, mely a RAMEB
vegylilet esetében kifejezettebbnek bizonyult.

A vizualis értékelés eredményeit a 4T1 tumorok esetében is kvantitativ PET adatokkal
tamasztottuk ald. Ennek megfeleléen mind a [*®*Ga]Ga-NODAGA-HPBCD, és mind a
[*%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB kvantitativ PET analizis erdteljes és specifikus felhalmozodast
igazolt a 4Tl tumorokban, a jelintenzitas iddbeli fokozddasdval. A tumorsejtek
transzplantaciojat kovetd 10., 15. és 20. napokon mért SUV értékek a [*3Ga]Ga-NODAGA-
HPBCD esetében 0,02+ 0,003; 0,03+0,006 és 0,035+0,004, mig a [**Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB esetében 0,025+ 0,002; 0,034+0,004 és 0,04+0,005 voltak. A két nyomjelzd
Osszehasonlitdsakor a RAMEB vegyiilet minden vizsgalt id6épontban kiss¢ magasabb
tumorfelhalmozo6dést mutatott, azonban ezek a kiilonbségek egyik iddpontban sem bizonyultak

statisztikailag szignifikansnak.

4.1.2 EXx vivo szervi eloszlasos vizsgalatok

Az in vivo PET eredmények aldtdmasztasara ex vivo boncolasos szervi eloszlasos
vizsgalatokat végeztiink.

A 4T1 tumorokban mindkét nyomjelzd fokozatosan novekvd akkumulédciot mutatott a
tumorindukciot kovetd 10. és 15. napok kozott. A 15. napon regisztralt csucsfelhalmozodast
([®®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB:  3,10%+045 %ID/g; [*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD:
2,65%+0,51 %ID/g) a 20. napra enyhe csokkenés kovette ([**Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB:
2,35%+0,38 %ID/g; [*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD: 2,11%+0,40 %ID/g). Emellett a
[%Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB 4T1 tumorokban mért koncentracidja minden vizsgalati
iddpontban diszkréten meghaladta a [*Ga]Ga-NODAGA-HPBCD értékeit, azonban ezek a
kiilonbségek nem bizonyultak statisztikailag szignifikdnsnak.

Az MDA-MB-HER2+ tumorok esetében a HPBCD molekula szignifikansan magasabb
tumorhalmozast mutatott (p <0,05) a RAMEB molekulahoz képest az elsé két vizsgalati
iddpontban (35. nap: [®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB: 2,727%+0,48 %ID/g, [**Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD: 5,779%+1,06 %ID/g; 50. nap: [**Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB:
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4,929% £ 1,06 %ID/g, [**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD: 10,039%+2,09 %ID/g). A daganatok
kialakulasat kovetd 65. napon a [**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD tumorkoncentracidja tovabbra is
kissé magasabb volt a RAMEB szarmazékhoz képest, azonban ez a kiilonbség mar nem érte el
a statisztikai szignifikanciat.

Az MDA-MB-HER2+ tumorok radiofarmakon-felvételének iddbeli alakuldsa a 4T1
tumoroknal megfigyelt mintdzatot kdvette: a %ID/g értékek a masodik vizsgalati id6pontig

emelkedtek, majd a kisérlet végéig csokkenést mutattak.

4.1.3 [68Ga]Ga-NODAGA-HPBCD- és [ ¥Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB-felvétel
osszehasonlitasa MDA-MB-HER2+ és 4T1 tumorokban

A biolégiai vizsgalatokat kovetéen a [**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [*3Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB in vivo felvételét tumorméret kategoridk szerint is 6sszehasonlitottuk (kis,
kozepes méretli és nagy tumorok).

A SUV adatelemzés alapjan a radiojelolt HPBCD molekula felvétele szignifikansan
magasabb volt a kis méreti MDA-MB-HER2+ tumorokban, mint a méretben egyezé 4T1
daganatok esetében (p <0,05). Ez a tendencia a kdzepes és a nagy tumorméret kategéridkban
is fennallt, ahol az MDA-MB-HER2+ tumorok radioaktivitasa meghaladta a 4T1 tumorokét, és
ezek a kiilonbségek szintén statisztikailag szignifikansnak bizonyultak (p < 0,05). Emellett
parhuzamos emelkedése.

A RAMEB szarmazék vonatkozéasaban a kis és kdzepes tumorméret-kategoridkban a
4T1 daganatok radiofarmakon-felvétele meghaladta az MDA-MB-HER2+ tumorok aktivitasat.
Ezzel szemben a nagy méretli tumorok esetében a RAMEB-felvétel a HER2+ elvaltozasokban
volt magasabb. Fontos megemliteni azonban, hogy az aktivitaskiilonbségek egyik tumorméret

kategoriaban sem értek el statisztikai szignifikanciat.

4.14 A tumorndvekedés dinamikajanak vizsgalata

Az in vivo vizsgalatokkal parhuzamosan értékeltiik a két kiilonb6z6 emlétumor intrinzik
novekedési potencialjat. A tripla-negativ 4T1 emldtumorok ndvekedési gorbéje gyors
sejtproliferaciot és exponencidlisan ndvekvd tumorméreteket mutatott; a megfeleld
tumorvolumenek a tumorsejtek beiiltetését kovetd 10., 15. és 20. napokon rendre 75 + 13 mm?,

212 +24 mm? és 342 + 30 mm? voltak. Ezzel szemben a MDA-MB-HER2+ tumorok lassabban
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novekedtek és a tumorméretek a beiiltetést kovetd 35., 50. és 65. napon 30=+4mm?,

79+ 11 mm?, illetve 128 + 22 mm? térfogatokat értek el.

4.2 Tumorasszocialt hipoxia vizsgalata preklinikai négyoégyaszati
tumormodellekben PET képalkotassal
4.2.1 In vitro vizsgalatok eredményei
A CoCl-al inkubalt KB-3-1 és A2780 sejtekben kialakulé hipoxiat és az ahhoz
kapcsolodd  sejtszintli folyamatokat radiofarmakon-felvételi (['*FJFDG) és molekularis
biologiai modszerekkel (Western blot) vizsgaltuk. Az eredmények alapjan a CoClz-kezelés a

GLUT]! gliikkdztranszporter és a HK2 enzim fokozott expressziojat idézte elo.

4.2.1.1 KB-3-1 sejtek in vitro vizsgalata
4.2.1.1.1 Sejtszintii ['*FIFDG-felvétel

A KB-3-1 sejtek ['* FJFDG-felvétele mindharom sejtcsoportban (kontroll, 24 és 48 6ran
at CoClr-inkubalt sejtek) folyamatos novekedést mutatott a vizsgalat végéig (60. perc). A
legmagasabb radiofarmakon-felvételi értékeket azokndl a sejteknél detektaltuk, amelyeket 24
oran keresztiil kezeltiink CoCl-al. A 24 oran at CoCly-kezelt sejtek mindharom mérési
idépontban (15., 30. és 60. perc) szignifikansan magasabb radioaktivitast mutattak mind a
kontrollsejtek, mind pedig a 48 oran keresztiil CoClz-vel inkubalt KB-3-1 sejtek nyomjelzo-
felvételéhez képest (p < 0,01).

4.2.1.1.2 Western blot analizis

A HIF-1a, a GLUT1 ¢és a HK2 fehérjék expresszidjanak szintjét Western blot
modszerrel hatdroztuk meg. A CoClz-kezelés iddtartamatdl fiiggden a sejtek eltérd mértékii
fehérjefelhalmozdodast mutattak. A kezelési 1d6tdl fiiggetleniil azonban a CoCl> valamennyi
vizsgalt fehérje mennyiségét novelte a kezelt sejtcsoportokban a kontrollhoz képest, ami
Osszhangban 4ll a kezelt sejtekben tapasztalt fokozott ['* FJFDG-felvétellel. A részletes elemzés
soran a 24 oras CoClr-inkubaciot kovetden a HIF-la és a GLUTI transzporterek szintje
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kezelt sejtekben a kontrollhoz, és a 48 oraig kezelt
sejtekhez viszonyitva. Ezzel szemben a HK2 enzim esetében a legmagasabb mennyiséget a 48

oras inkubacid utan detektaltuk.
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4.2.1.2 A2780 sejtek in vitro vizsgalata
4.2.1.2.1 Sejtszintii ["*FIFDG-felvétel

Az A2780 sejtek [ F]FDG-felvételének elemzése sorn azt tapasztaltuk, hogy a CoCl-
kezelt sejtekben a radiofarmakon akkumulacioja minden vizsgalt idépontban meghaladta a
kontrollsejtekben mért értékeket. Ugyanakkor az inkubacios id6 fliggvényében szamottevo
idépontban (15. perc) nem tapasztaltunk 1ényeges kiilonbséget a 24, illetve 48 6ran at CoCl-
vel kezelt sejtek radioaktivitasa kozott, azonban a 30. ¢és a 60. percekben a 24 6raig inkubalt
sejtcsoport ['*F]FDG-felvétele szignifikdnsan meghaladta a 2 napig kezelt sejtek halmozasat
(30. perc: p < 0,05, 60. perc: p <0,01).

4.2.1.2.2 Western blot analizis

Az A2780 sejtek Western blot analizisének eredményei azt mutattak, hogy a hipoxia
asszocialt HIF-1a szintje a CoCly-vel kezelt sejtekben jelentdsen megnovekedett a kezeletlen
sejtekhez képest, kiilondsen a 24 6ran at inkubalt sejtek esetében. Hasonloképpen az ['*F]FDG
transzportjaért feleldés GLUTI1 transzporter mennyisége, valamint annak foszforilacidjat
biztosito HK2 enzim szintje is emelkedettebb volt a kezelt sejtekben, kivaltképp a 24 oras

kezelést kovetHen.

4.2.2 In vivo pozitronemisszios tomografia (PET) vizsgalatok eredményei
A hipoxids tumorokrdl statikus és dinamikus PET vizsgalatokat készitettiink a

MiniPET-II kisallat PET kamera alkalmazasaval.

4.2.2.1 Statikus pozitronemisszios tomografia (PET) vizsgalatok ['*F]FAZA
radiofarmakonnal

A tumorindukciot kdvetden koriilbeliil 20 nappal (20 £ 5 nap), 400 = 80 mm?>-es atlagos
tumortérfogat mellett, ['*F]JFAZA radiotrészer alkalmazasaval PET vizsgilatokat végeztiink a
négyogyaszati tumorokat hordozo kisérleti allatokon. Az érvényben 1€v6 ajanlasok alapjan 20
perces statikus felvételeket készitettiink a daganatokrol (Pgp- A2780, Pgp+ A2780AD, Pgp-
KB-3-1 ¢és Pgp+ KB-V-1) a nyomjelzd intravénds beadasat kovetden 120 perccel. A kvantitativ
PET adatok elemzése alapjan nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a tumorok SUVmean
értékei kozott (Pgp- A2780: 0,48 + 0,095, Pgp+ A2780AD: 0,60 + 0,015, Pgp- KB-3-1: 0,37 +
0,05 és Pgp+ KB-V-1: 0,39 + 0,03). A T/M aranyokat tekintve az ['F]JFAZA-felhalmozddas

minden vizsgalt tumorban kétszer-négyszer magasabbnak bizonyult a hattérszovethez képest,
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azonban az egyes csoportok kozotti kiilonbségek nem voltak statisztikailag szignifikansak
(atlagos T/M aranyok: Pgp- A2780: 2,6 + 1,29; Pgp+ A2780AD: 2,8 = 1,4; Pgp- KB-3-1: 3,85
+ 0,84; Pgp+ KB-V-1: 4,25 +0,75).

4.2.2.2 Dinamikus pozitronemissziés tomografia (PET) vizsgalatok ['SFIFAZA
radiofarmakonnal

A statikus leképezés mellett az ['*F]FAZA-felvétel idSbeli kinetikajanak vizsgalata
céljabol dinamikus PET felvételeket is készitettiink az egerekrdl. Az idd-aktivitas gorbe
elemzése azt mutatta, hogy a hipoxias tumorrégiok SUVmean értékei a 120. percig folyamatos,
exponencialis novekedést mutattak, ezt kovetden pedig platofazis alakult ki (SUVmean: 0,67 £
0,07). Ezzel szemben a nem hipoxias hattérszovetben a radiofarmakon felvétele csupan
mérsékelt emelkedést mutatott a 30. percig (SUVmean: 0,15 £+ 0,05), majd - hipoxia hidnydban
- a nyomjelzd kimosddott az sejtekbdl, ami a trészerkoncentracid folyamatos csékkenését
eredményezte a 120. percig (SUVmean: 0,11 + 0,05). Megfigyeltiik tovabba, hogy a hipoxias
daganattertilet és a hattér kozotti felvételi arany (T/M) a radiofarmakon beadasat kovetd 110-

120. percben érte el a legmagasabb értéket (6,2 = 0,1).

4.2.2.3 Pozitronemisszios tomografia (PET) vizsgalatok ['8F]FDG és ['*F]FAZA
radiofarmakonokkal

A tumorok életképességének, valamint gliikozanyagcseréjének jellemzése céljabol a
hipoxiaspecifikus ['FJFAZA alkalmazisival végzett PET vizsgalatokat ['*FJFDG PET
leképezéssel egészitettiik ki. A két kiilonbozo radiofarmakonnal végzett képalkotd vizsgalatot
minden esetben egy napon beliil végeztiik el. A 20 perces statikus ['*F]FDG PET gyfijtés a
radiojelzett gliikdzanalog intravénas beadasat kovetden 40 perccel tortént. Az ['*FJFDG PET
felvételek elsdsorban a daganatok viabilitasdnak €s metabolikus aktivitasdnak megitélését
szolgaltdk. Emellett a képelemzés soran olyan intratumoralis régiok azonositdsara is
torekedtiink, amelyek fokozott ['|F]JFDG-felvételt mutattak, és egyidejiileg ['*F]JFAZA-
pozitivnak is bizonyultak.

Az ["®F]FDG valamennyi vizsgalt tumorxenograftban kifejezetten heterogén eloszlast
mutatott, ami a daganaton beliili egyes régiok igen magas gliikozmetabolizmusara utal. Jelentds
kiilonbséget figyeltiink meg az intenziv ['*F]JFDG halmozast tumorteriiletek SUVmean értékei
(2,72 + 0,23) ¢és az alacsony halmozast mutatd régiok SUVmean értékei (1,2 + 0,36) kozott.

Ennél is markénsabb intratumoralis felvételi eltéréseket tapasztaltunk az ['*F]JFAZA nyomjelzé
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esetében, ahol az erésen ['*F]JFAZA-pozitiv teriiletek radioaktivitasa (SUVmean: 0,86 + 0,06)
hatszor-hétszer magasabbnak bizonyult az ['*F]JFAZA-negativ régiokhoz képest (SUVmean:
0,11 £ 0,05). Megfigyeltiik tovabba, hogy az intenziv ['*F]FDG-felvételt mutato intratumoralis
teriiletek atfedést mutattak a hipoxias, ['*FJFAZA halmozo6 tumorrégiokkal.
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Uj tudomanyos megallapitasok

. A radiojelzett ciklodextrinekkel végzett kisérletsorozat eredményei alapjan

megallapitottuk, hogy a szubkutan transzplantacioval Iétrehozott heterotopikus
négyogyaszati xenograft modellek tumorbioldgiai karakterisztikdja monitorozhat6 in

vivo PET képalkotassal és tumorszelektiv nyomjelzdkkel.

In vivo PET képalkotassal és radiojelolt ciklodextrin-szarmazékok alkalmazasaval
([°®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB ¢és a [®®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD) igazoltuk a

szubkutan transzplantalt HER2+ ¢és tripla-negativ emlétumorok PGE2 expressziojat.

Kutatdsunk sordn elséként igazoltuk, hogy a ®*Ga-jeldlt ciklodextrin-szarmazékok
([°*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB  és  [*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD)  sikeresen
alkalmazhatok HER2+ ¢és tripla-negativ emldtumorok szubkutdn preklinikai

modelljeinek PET-alapt detektalasara.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a [®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a
[®®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD radiofarmakonok a jovOben igéretes molekularis
vektorok lehetnek az emlétumorok diagnosztikajaban, kiilonds tekintettel a
receptornegativ elvaltozasokra. Tovabba, a vizsgalt ciklodextrin nyomjelzdk alkalmas
kiindulasi molekuldknak bizonyulnak tovabbi szénhidrat alapt, angiogenezist targetalo

diagnosztikai agensek fejlesztéséhez emlddaganatok kimutatasara.

A ndgyogyaszati tumormodellek ['*F]FDG és ['*F]FAZA PET felvételei kozotti térbeli
atfedések azt mutattdk, hogy a magas ['*F]FDG-felvételii tumorteriiletek ['*F]JFAZA-
pozitivak, ami igazolja a hipoxia jelenlétét az emelkedett glilkozmetabolizmusu
régiokban. Ez alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ['’F]FDG és ['*F]JFAZA
egymast kiegészitd alkalmazasa lehet6vé teszi a hipoxias tumorrégiok pontosabb
azonositasat, ami nemcsak a képalkotas diagnosztikai értékét ndvelheti, hanem jelentds
klinikai relevancidval is birhat. Az alacsony oxigenizaltsagu tumorteriiletek korrekt
detektalasa eldsegitheti a tumorbioldgiai folyamatok eddig még ismeretlen aspektusaink
megismerését, ami egyéb diagnosztikai és terdpids targetek azonositdsdhoz vezethet.
Tovabba, az [‘|F]FDG/['®F]JFAZA PET-alapn hipoxia egy lehetséges jovobeli

biomarkernek tekinthetd a terapiara adott valasz és a klinikai kimenetel eldrejelzésében.
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Mindemelett, eredményeink alapjan az ['*FJFDG/['®F]FAZA PET egyiittes alkalmazasa
igéretesnek tlinik a terdpias hatékonysag nyomon kovetésére, és ezaltal azon
betegcsoportok azonositasara, akik profitdlhatnak a hipoxiasepcifikus kezelési

stratégiak alkalmazasabol.
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