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1. Bevezetés

A WHO becslése szerint 2019-ben Magyarorszagon 31700 beteg halalat okozta valamilyen
rosszindulati sejtburjanzas (neoplazia), melyet meghalad az ischaemias szivbetegségben
elhunytak (36800) szama. A teljes kardiovascularis rendszert érint6 elhalalozasok szdma 62100
volt, ami megkozelitleg kétszerese a daganatokban elhunytak szdmanak. Az el6zéekben
emlitett vezetd haldlokok kialakulasaban jelentds szerepet jatszik a helytelen életmdd, Ggymint
a mozgasszegény ¢letmod, az elhizas, a dohanyzas, az alkoholizmus, a helytelen taplalkozas, a
stressz. Nem elhanyagolhatd a prevencid kérdése, mellyel a kardiovasculdris és daganatos
megbetegedések késleltethetok vagy elkeriilhetok. Kiemelendd a sziirdvizsgalatok fontossaga
is, hiszen ezek segitségével akar korai szakaszban is felismerhetdek a koros elvaltozasok, igy
javitva a beteg tulélési esélyeit és hozzajarulva a teljes gyogyulashoz. Magyarorszagon az eml6
¢s a tidoé elvaltozésainak kimutatasara alkalmas sziirések a hagyomanyos képalkotod
berendezések (UH, rontgen) hasznéalatan alapszanak és nem elhanyagolhat6 a képalkotas
fontossdga a diagndzis felallitdsaban és a terapidk hatékonysdganak kovetésében. A nuklearis
medicina eszkozei a SPECT és PET, keresztmetszeti képalkotdé modalitasok, melyek leginkabb
a betegségek diagnosztikajaban és a terapidk kovetésében jatszanak szerepet. A PET képalkotas
soran leggyakrabban alkalmazott izotopok a 'C (T12=20 perc) és a ®F (T12=110 perc). Az
elmualt évtizedekben az orvosbioldgiai kutatidsok fokuszaba keriiltek mads, szintén
pozitronemittald izotopok alkalmazasai, melyek idedlisabb felezési id6ével vagy energiaval
rendelkeznek, esetleg eldallitasuk nem igényli ciklotron jelenlétét. Az BFDG a leggyakrabban
alkalmazott PET radiofarmakon a tumorok diagnosztikdjaban, stddium meghatarozasban,
terdpia hatékonysig kovetésében. Fontos azonban megemliteni, hogy az ®FDG nem
tumorspecifikus, mivel a fokozott glilkozanyagcserével és gliikkozigénnyel rendelkez6 szervek,
szovetek (gyulladésos teriiletek, agy, sziv, izom), valamint a kivalasztasaban résztvevo vesek
BEDG felvétele szintén magas. Tovabba ismertek olyan daganatok (jol differencialt
pajzsmirigy carcinomék és neuroendokrin tumorok), melyek nem halmozzik az ®FDG-t.
Ezekbdl kifolyolag indokolttd valtak mas, tumorspecifikus célpontokat (pl. Aminopeptidaz
N/CD13) célzo radiotracerek fejlesztése az orvosbiologiai kutatasokban. Az aminopeptiddz N
(APN/CD13) az angiogenezis, azaz az \1j ér képzddés folyamatanak egyik kulcsfontossagu
molekuldja. Az APN/CDI13 egy kozel 1000 aminosavbol 4llo, II-es tipusti membrankotott
metalloproteinaz, mely harom fé funkcioval jellemezhetd: enzim, receptor és szignalizacios
molekula. Normal expresszidja megfigyelhetd a vese és vékonybél epitélsejteken, az

idegrendszerben és mieloid sejteken. Azonban szamos human eredeti klinikai mintan, igy



eml6- és prosztata daganatokban, ovarium-, pajzsmirigy-, colon-, tiidé- és pancreas
carcinomakban ¢és melanomakban igazolodott az APN/CDI13 pozitivitas. Tumor-homing
molekulak azonositasara iranyul6 fag-display technika segitségével felfedeztek egy aszparagin-
glicin-arginin aminosavakat tartalmazo peptidszekvenciat (NGR), mely specifikusan koétédik
az APN/CD13 sejtfelszini molekulahoz. Az NGR molekula lehetdséget teremt az APN/CD13
molekulat expresszald daganatok diagnosztikdjara példaul PET képalkotassal, valamint
daganatellenes szerekkel konjugalva hatékony és kevésbé toxikus kezelést biztosithat. Az NGR
molekula linearis és ciklikus valtozatai eltéré képalkotasi tulajdonsagokkal jellemezhet6ek, a
ciklikus valtozat joval stabilabb és specifikusabb tumorkotési képességgel rendelkezik, mint a
linearis valtozat. Korabbi munkankban NOTA kelatorral konjugalt ciklikus NGR molekula
(®®Ga-NOTA-c(NGR)) APN/CD13 specificitasat igazoltuk subcutan Ne/De tumorral
transzplantalt patkanyokon in vivo és ex vivo vizsgalatokkal. Az alkalmazott %Ga radioizotop
PET képalkotds szempontjabol idedlis fizikai tulajdonsdgokkal rendelkezik, valamint
eléallitasahoz nem sziikséges ciklotron jelenléte, hiszen egy egyszerii ®3Ge/®®Ga generatorbol

koltséghatékonyan kinyerhetd a %8Ga izotop.



2. Célkituzések

A korébban emlitetteknek megfelelden célul tiiztiik ki a radiokémiai munkacsoport altal
eléallitott, APN/CD13 molekulat célzé radiotracerek diagnosztikai €s terapids hatékonysag

monitorozasara iranyul6 alkalmazhatosaganak vizsgalatat:

e Vizsgalni kivantuk a hypoxia és angiogenezis kapcsolatat in vivo PET és ex vivo
modszerkkel subcutan He/De tumorokon %8Ga jelzett angiogenezis és hypoxia

specifikus radiotracerek felhasznalasaval.

e Igazolni kivantuk a radiokémiai munkacsoport altal eléallitott négy ¢c(NGR) szarmazék
APN/CD13 specificitasat, melyhez in vivo PET és ex vivo vizsgalatokat végeztiink

subcutan He/De és Ne/De tumoros allatokon.

e Vizsgilni kivantuk az egyik APN/CD13 specifikus c¢(NGR) szarmazék
alkalmazhatosagat daganatellenes terapia hatékonysag kovetésére. Ehhez subcutan
HT1080 ¢és B16F10 tumoros egereket kezeltink APN/CD13 gatlo kemoterapias
szerekkel (actinonin és bestatin), majd a kezelések hatékonysagat in vivo PET

képalkotassal kovettiik.

e Igazolni kivantuk az alkalmazott tumorok APN/CD13 pozitivitasat western blot vagy

immunhisztokémiai mddszerrel.



3. Anyagok és mddszerek

3.1 A vizsgalt radiotracerek eldallitasa

A radiokémiai munkacsoport tagjai avfs, APN/CD13 és hypoxia specifikus radiotracereket
allitottak eld. Az eldallitas els6 1épése a kiilonb6zé ¢(NGR) peptidek vagy nitroimidazol

kelatorral valo konjugalasa.

Az avps receptorhoz koétddé RGD peptid kelatorral konjugélt véltozatdit (NODAGA-
[c(RGD)]2) kereskedelmi forgalombol szereztiik be, melyet tovabbi tisztitas nélkiil
alkalmaztunk a ®Ga-al torténé jelolések soran. A c[KNGRE]-NH; peptidet kétféle kelatorral,
a p-SCN-Bn-NOTA és NODAGA-NHS-észter-rel is konjugaltuk. A c[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-
Arg-Cys]-NH, és c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NH> peptideket p-SCN-Bn-
NODAGA kelatorral, a nitroimidazolt pedig DOTA kelatorral konjugaltuk.

Az igy kapott NODAGA-[c(RGD)]2, NOTA-c(NGR), NODAGA-c(NGR), NODAGA-c[CH>-
CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH2, NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NH>
¢s DOTA-Nitroimidazol prekurzorokat szemi- preparativ HPLC-vel megtisztitottuk (peptidek
esetében Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlop felhasznalasaval, 4 ml/perc aramlasi
sebességgel, nitroimidazol esetében Luna C18 10 pm oszlopon, 5 ml/perc aramlasi sebességgel)

liofilizaltuk és szerkezetiiket ESI-MS segitségével hataroztuk meg.

A kovetkezd 1épés a tisztitott prekurzorok %8Ga-al valé jeldlése volt. A 8Ge/®3Ga generator
elualasdhoz HCI-t alkalmaztunk, majd az eluatumot puffereltiik. Ezt kovetéen a pufferelt
%8GaCls-hoz hozzaadtuk a peptid prekurzorokat és 95°C-on, 5 percig, keverés nélkiil inkubaltuk
Oket. A nitroimidazol esetében az inkubalas szintén 95°C-on, de 15 percig tortént. A tisztitasi-
formulazasi 1épés soran a peptides reakcioelegyet HLB oszlopra, a nitroimidazolos
reakcidelegyet SPE oszlopra vittiik fel, majd fiziologias sdoldat segitségével nyertiik vissza a

radiojelolt vegyiileteket, melyeket végiil sterilre szlrtiink.

Az atadott radiojelolt vegyiiletek mindségellenérzése HPLC modszerrel tortént, melynél
peptidek esetében Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlopot hasznéltunk fel, 1,2

ml/perc aramlasi sebességgel, a nitroimidazol esetében pedig Luna C18 oszlopot alkalmaztunk.

Végil meghataroztuk a radiojeldlt vegyiiletek LogP értékét és szérumstabilitasat is. A
megoszlasi hanyadost (LogP) oktanol- PBS 1:1 ardnyu elegyében hataroztuk meg kirdzéasos
modszerrel. Ehhez 10 pl vizes fazisban 1év6 radioaktiv vegyiiletet adtunk 0,5 ml oktanolt-t

tartalmaz6 kémcsObe, majd hozzaadtuk a 0,5 ml PBS-t. Az egyensulyi allapot eléréséhez erésen



Osszeraztuk az elegyet, majd 5 percig 20.000 rpm-en centrifugaltuk a mintat. Mindkét fazisbol
(vizes és oktanolos) harom parhuzamos mérést végeztiink. A centrifugacsdvek egyenként 100
pul mintat tartalmaztak, melyek radioaktivitasat kalibralt gamma szdmlalon (HEWLETT
PACKARD Cobra IT Autogama Gamma Counter) mértiik meg.

A %8Ga- radiojeldlt vegyiiletek kémiai stabilitds vizsgilatit PBS-ben végeztiik 95°C-on.
Kiilonb6z6 idépontokban (0, 30, 60, 90 és 120 perc) 25 ul mintat szartunk fel reverz fazisu
HPLC-re.

Az enzimatikus stabilitds meghatarozasahoz egy torzsoldatot készitettiink 100 pl radioaktiv
oldatbol 1 ml PBS hozzaadasaval. 450 ul patkany vagy egér szérumhoz 50 pl-t pipettaztunk a
torzsoldatbol, majd 37°C-on inkubaltuk az elegyet. Eltérd iddpontokban (0, 30, 60, 90 és 120
perc) a torzsoldatbol 50 ul mintat pipettaztunk Eppendorf csObe, amihez ugyanilyen
mennyiségli hideg abszolut EtOH-t adtunk. Az tiledékek eltavolitasa céljabol 5 percig 20.000
rpm-en centrifugaltuk a mintankat, majd ezt kovetden tavolitottuk el a feliilluszot. A feliiltszot
az analitikai HPLC eluensével kihigitottuk majd a standard protokolnak megfeleléen végeztiik

el az analitikai vizsgalatot.

A radiotracerek eldallitasat és mindségellendrzését Stéfanné Dénes Noémi és dr. Sziics Déniel

végezte.

3.2 Sejttenyésztés

A Ne/De sejteket (patkdny eredetli mesoblastos nephroma) 10% FBS-sel és 1%
antibiotikum-antimikotikum oldattal kiegészitett DMEM sejttenyészt6 folyadékban és T75-0s

sejtteny€sztd flaskaban tenyésztettiik.

A He/De sejteket (patkany eredetli hepatocellularis carcinoma) 10% FBS-sel és 1%
antibiotikum-antimikotikum oldattal kiegészitett IMDM sejttenyészté folyadékban és T75-0s

sejtteny€sztd flaskaban tenyésztettiik.

Az ATCC-t8] szarmazd HT1080 sejteket (human eredetli fibrosarcoma) 10% FBS-sel és 1%
antibiotikum-antimikotikum oldattal kiegészitett GlutaMAX™ DMEM sejttenyésztd
folyadékban és T75-0s sejttenyésztd flaskaban tenyésztettiik.

Az ATCC-t6l szarmazo B16F10 sejteket (egér eredetii melanotikus melanoma) 10% FBS-sel,
1% antibiotikum-antimikotikum oldattal, 1% MEM nem esszencialis aminosav oldattal
(Gibco™) ¢s 1% MEM vitamin oldattal (Gibco™) kiegészitett GlutaMAX™ DMEM

sejttenyésztd folyadékban és T75-0s sejttenyésztd flaskaban tenyésztettiik.
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A sejteket 37°C, 5% CO2 atmoszféraban ¢és 95% paratartalom mellett tenyésztettiik
sejttenyésztd inkubatorban (ESCO CCL-170B-8) és 2 naponta passzaltuk. Tumor indukcidra a
sejtek 5. passzaldsa utan keriilt sor, ekkor a sejteket a sejttenyésztd flaskabol eltavolitottuk,
megszamoltuk, centrifugaltuk és a kivant térfogatban vettiik fel. A sejtek életképességét

tripankék festéssel vizsgaltuk mikroszkop (Olympus CH-2) alatt.

3.3 Kisérleti allatok

A kisérleteink els6 (tumoros n=36; kontroll n=9) és masodik (tumoros n=64; kontroll n=12)
részében felhaszndlt 16 hetes him F-344 patkanyokat és kisérleteink harmadik részében
felhasznalt him 10-12 hetes CB17 SCID (kezelt tumoros n=20; kezeletlen-kontroll n=10) és
C57BL/6 (kezelt tumoros n=20; kezeletlen-kontroll n=10) egereket 1égkondicionalt szobaban
26+2°C hoémérsekleten, 50+10% paratartalom mellett és mesterséges 12 6rds cirkadian
megvilagitasi koriilmények kozott konvenciondlis allathazban tartottuk (Allathazi engedély
szama: I11/6- KAT- 2015). A F-344 patkanyokat IVC-ZJ3 IVC rendszerben, LTE E-004 nyarfa
alommal ellatott IVC ketrecekben, a C57BL/6 ¢és CB17 SCID egereket Sealsafe® Blue line
IVC rendszerben, sterilzalt REHOFIX® kukoricacsutka granuldtum alommal tartottuk,
sterilizalt csapvizzel ad libitum itattuk és sterilizalt SDS-VRF1 szemi-szintetikus
ragesalotappal ad libitum etettiik. A kisérleteket az Eurdpai Unids és a Magyarorszagi
torvényeknek megfelelden a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga regisztralta
(8/2016/DEMAB). Amennyiben az allatokon rovid ideig tarté mérsékelt fajdalom jelentkezett,
ugy a kisérlet ideje alatt oralis fajdalomcsillapitast alkalmaztunk 15 mg/kg/nap ibuprofen
hatéanyaggal ad libitum. Az éllatokat folyamatosan monitoroztuk €s amennyiben distressiik

fokozodott, a fent emlitett dozist 30 mg/kg dozisra emeltiik.

3.4 Tumorindukcio

A him F-344 patkdnyokat, illetve a him CB17 SCID vagy C57BL/6 egereket dedikalt
kisallat inhalacids altatogéppel elaltattuk (indukcid: 3% Isoflurdn, fenntartas: 1,5% Isofluran +
0,4 l/perc O2 + 1,2 l/perc N2O). A kisérleti allatok bal vallarél a szort leborotvaltuk, majd
fertStlenités utan a patkanyok bére ala 5x10° He/De vagy Ne/De sejtet (150 ul fizioldgias
sooldatban), a CB17 SCID egerek boére ald 1,5x10% HT1080 sejtet (150 pl fiziologias
sooldatban), a C57BL/6 egerek bére ala pedig 3x10° BI16F10 sejtet (150 pl fiziologias
sooldatban) injektaltunk.



3.5 APN/CD13 gatloszeres kezelés

A tumor indukcid napjatol (1. nap) szamitott negyedik napon a HT1080 sejtekkel subcutan
transzplantalt CB17 egereket (n=30) és a B16F10 sejtekkel subcutan transzplantalt C57BL/6
egereket (n=30) random mddon harom csoportra osztottuk: kontroll, bestatin-kezelt (15 mg/kg),
actinonin-kezelt (5 mg/kg). A napi bestatin (150 ul Humaqua-ban feloldva) és actinonin
(elészor 10 pl abs. EtOH-ban oldva, majd 140 ul Humaqua-val tovabb higitva) kezeléseket a

negyedik naptol kezdve 7 napon keresztiil injektaltuk intraperitonealisan.

3.6 Invivo PET vizsgalatok

A kisallat PET/MRI vizsgalatokra a Debreceni Egyetem Klinikai Kdzpont teriiletén
miikddé Scanomed Kft. Transzlacios Kozpontjanak Preklinikai Laboratoriumaban keriilt sor.
A Kkisérletek elsé részében a subcutan He/De tumoros allatokat (n=27), valamint a kontroll
(egészséges) allatokat (n=9) 10,2+1,1 MBq ®Ga jelzett angiogenezis (%3Ga-NODAGA-
[c(RGD)]2, %8Ga-NOTA-c(NGR) ¢és hypoxia (*®Ga-DOTA-Nitroimidazol) specifikus
radiotracerekkel vizsgaltuk. A tumorndvekedés kovetésére a tumorindukcidtdl szamitott 10.
naptol kezdve Ga-NOTA-c(NGR)-rel és Ga-DOTA-Nitroimidazollal naponta felvaltva

vizsgaltuk a subcutan He/De tumoros allatokat.

A radiokémiai munkacsoport altal eléallitott két radiotracer elnevezése az in Vivo
vizsgalatokban ¢[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NHz-r61 ¢(NGR) (MG1)-re, a c[CH2-CO-
Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NHz-r6l pedig c(NGR) (MG2)-re modosul, melyekben az MG
rovidités Prof. Dr. Mezd Gébor iranti megbecsiilésiinkre utal. A kisérletek masodik részében
him F-344 kontroll (egészséges) (n=12) és subcutan He/De és Ne/De tumoros patkanyokat
(n=40) 11+£1 nappal a tumoros sejtek injektalasa utan 150 pl fiziologias so6oldatban 12,3+1,2
MBq %Ga-NOTA-c(NGR) vagy %Ga-NODAGA-c(NGR) vagy *8Ga-NODAGA-c(NGR)
(MG1) vagy %®Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) radiotracerrel injektiltuk 26 G-s tiivel a
farokvénajukon keresztiil. Az allatokat a radiotracerek injektalasa és a vizsgalat alatt inhalacios
modszerrel (indukcid: 3% Isofluran fenntartas: 1,5% Isofluran + 0,4 I/perc Oz + 1,2 I/perc N20),
dedikalt kisallat altatégéppel altattuk. A teljes test PET vizsgalatokat (10 perces statikus
vizsgalatok) preklinikai nanoScan PET/MRI 1T késziilékkel végeztiik 90 perccel a radiotracer
injektalasat kovetden. Az dallatok mozgasanak megeldzése céljabdl és az allando
testhdmérséklet fenntartdsa miatt a patkanyokat specialis patkanyagyban vizsgaltuk és a FOV
(Field Of View) kozéppontjdba pozicionadltuk. A szovetek ¢és szervek anatomiai

lokalizaciojanak meghatarozasara T1 sulyozott MRI felvételeket készitettiink.



A kisallat miniPET vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Orvosi
Képalkoto Intézet Nuklearis Medicina Nem Onallé Tanszéken mitkodd miniPET berendezésen
végeztik el. Kisérleteink harmadik részében a tumoros (subcutan HT 1080 és B16F10) allatokat
a tumor indukciojat kovetd 6. és 11. napon, Isofluran inhalaciés modszerrel, dedikalt kisallat
inhalacios altatogéppel elaltattuk. Ezt kovetden az allatok farokvéndjan keresztiil 26 G-s tiivel
150 pl térfogatban, Salsol-Etanol 2:1 aranyu oldatban 5,5+0,2 MBq %8Ga-NODAGA-c(NGR)
radiotracert injektaltunk. A 90 perc inkubdaldsi ido letelte utdn 20 perces statikus PET

felvételeket készitettiink a tumoros teriiletr6l.

A PET/MRI vizsgalatokbol szdrmazd PET adatok rekonstrukcidjat 3 dimenzids iterativ (3D-
OSEM) algoritmussal végeztiik. A PET és az MRI képek automatikusan regisztralasra keriiltek
a PET/MRI késziilék akvizicios szoftvere (Nucline) altal. A rekonstrualt, reorientalt és

regisztralt képeket az InterView™ FUSION képelemzd szoftverrel elemeztiik.

A miniPET gyijtésbdl szarmazo6 adatok a jelfeldolgozo szamitogépre 100BASE-TX Ethernet
kapcsolaton keresztiil keriilnek at. Az alkalmazott Multi Modal Medical Imaging (M3I)
akvizicios szoftver alkalmas az adatok gyljtésére ¢és feldolgozasasra. Az adatok
rekonstrukcigjahoz 2D ML-EM iterativ rekonstrukciot alkalmaz a rendszer. A rekonstruélt

képeket BrainCAD képelemzd programmal értékeltiik ki.

A képek elemzése soran a tumorok és hattér szervek radiotracer felvételének megallapitasahoz
SUVmean, SUVmax és T/M (tumor/izom) SUVmean, T/M SUVmax értékeket hataroztunk

meg.

3.7 Blokkolasi vizsgalatok

A blokkolasi vizsgalatok soran 200 pg jeloletlen, kelatorral konjugalt peptidet (NOTA-
c(NGR) (kisérletek elsd része) vagy c(NGR) molekulat (kisérletek masodik része) injektaltunk
100 pl fiziologias s6oldatban a subcutan He/De (kisérletek elsd részében n=9, méasodik részében
n=12) és/vagy Ne/De (kisérletek masodik részében n=12) tumoros allatok lateralis
farokvéndjan keresztiil 5 perccel a radiojelolt molekula injektaldsa eldtt. 90 perc inkubalasi idot
kovetden az allatokat elaltattuk és PET/MRI vizsgélatokat végeztiink a korabbiakban leirtaknak

megfelelden.

3.8 Exvivo vizsgalatok

A kisérletek els6 részében a kontroll (egészséges) €s subcutan He/De tumoros kisérleti

allatokat a daganatok beiiltetése utan 9+1 nappal (kis méreti tumor, n=3), 12+1 nappal (kdzepes
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méretli tumor, n=3) és 15+1 nappal (nagy méretii tumor, n=3), a 8Ga-NODAGA-[c(RGD)]z,
%8Ga-NOTA-¢(NGR) és °8Ga-DOTA-Nitroimidazol radiotracerekkel végzett PET/MRI
vizsgalatok utdn talaltattuk. A kisérletek masodik szakaszaban a %8Ga-NOTA-c(NGR) vagy
8Ga-NODAGA-c(NGR) vagy %8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) vagy *8Ga-NODAGA-c(NGR)
(MG2) -vel végzett PET/MRI képalkotas utan, a tumor indukalasa utan 11+1 nappal a He/De
¢s Ne/De tumoros (n=64) ¢s kontroll (n=12) allatokat tulaltattuk. A kisérletek harmadik
részében a kontroll és kezelt HT1080 (n=30) és B16F10 (n=30) tumoros allatokat a %®Ga-
NODAGA-c(NGR) -rel végzett PET vizsgalatok utan és a tumorindukciot koveté 12+1 napon
tulaltattuk. Ezt kdvetden az allatok hasiliregét, valamint a melliiregét megnyitottuk és a szivbol
vérmintat vettiink. Apré darabokat tavolitottunk el a majbol, 1€pbdl, vesékbol, gyomorbol,
vékony- és vastagbélbdl, izombol, tidobol, szivbdl, zsirbol és tumorbol. A mintak tomegét
analitikai mérlegen és radioaktivitasat kalibralt gamma-szamlaldval lemértiik, és az értékeket

ID%/g-ban fejeztiik ki Microsoft Excel szoftver segitségével.

3.9 Immunhisztokémia és western blot vizsgalatok

Az immunhisztokémiai vizsgalat elsd 1épéseként a tumoros allatok boncolasat kovetden a
tumor mintak kiszaradast megeldzendd, fiziologids sooldattal atitatott gézlapokba csomagoltuk
a mintdkat. Ezt kdvetéen a tumor mintakat folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd 6 um
vastag metszeteket készitettiink kriosztattal. Az elkésziilt metszeteket 10%-0s pufferezett
neutralis formalinban fixaltuk. A fixalo kimosasat kovették az immunhisztokémiai reakciok,
melynek elsd [épése soran a metszeteket pH6-os citrat pufferben tartuk fel. Ezt kdvette az egér-
anti patkany CD13 primer antitesttel torténd inkubalds 1:50 higitasban 35 percig. A detektalo
rendszer HRP polimer (masodlagos antitesthez konjugalt tormaperoxidaz) és kromogénjeként
hasznalt DAB (3,3 Diaminobenzidin) alapu volt. Ennek soran a tormaperoxidaz polimerrel 15
percig inkubaltuk a mintdkat, majd PBS pufferrel mostuk. Az el6hivas mikroszkopos kontroll
mellett tortént DAB kromogén felhasznéalasaval. Csapvizes mosassal allitottuk le a reakciot,
melyet a magfestés, viztelenités és fedés kovetett. Pozitiv kontrollként az allatokbol kipreparalt
vese mintat hasznaltuk fel, negativ kontrollként a primer antitest nélkiili reakci6 eredménye
szolgalt. A metszetek kiértékelését 20-szoros nagyitasban, Olympus DP72 kameraval ellatott
Olympus B72 mikroszkop alatt Twain Driver Ver 03.01 Image Analyzer szoftver segitségével

végeztiik. Az immunhisztokémiai vizsgalatokat Racz Szilvia végezte.

A western blot vizsgalatokhoz a fagyasztott szovetmintakat folyékony nitrogén alatt
porlasztottuk dorzsmozsarban, a kapott port TissueLyser II lizis pufferben feloldottuk. Ezt
kovetden a sejteket RIPA pufferben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% TritonX 100,
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0,5% natrium deoxikolat, 1 mM EDTA, 1 mM NasVOs, 1 mM NaF, 1| mM PMSF, proteaz
inhibitor koktél) lizaltuk. A szovet homogenizacidjat kovetéen a mintdinkban fehérjét
izolaltunk. A fehérje mintakat (10-40 pg) 10% SDS poliakrilamid gélen szeparaltuk, majd
nitrocellul6z membranra elektrotranszferaltuk. Az 1 6ran at TBST tartalmt 5% BSA-val val6
blokkolas utan a membranokat primer antitesttel (higitas: 1:1000; egér- anti patkany CD13 és
egér-anti human Integrin avfs) inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on. Egyszeri TBST oldattal valo
mosas utan, a membranokhoz IgG-HRP-vel konjugalt masodlagos antitestet adtunk 1:2000
higitasban. A kotéseket felerdsitett kemolumineszcens reakcioval tettiik lathatova. Loading

kontrolként B-actint hasznaltunk.

3.10 Statisztikai analizis

A PET képek analizisébdl szarmazd SUV értékeket atlag=SD forméban adtuk meg. Az
adatok Osszerendezéséhez Microsoft Excel szoftver hasznaltunk. Az adatok kiértékeléshez
kétmintas t-probat, kétszempontos varianciaanalizist (ANOVA) és Mann Whitney U tesztet

alkalmaztunk. A szignifikancia szint p<0,05 és p<0,01 volt.
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4. Eredmények

4.1 Radiokémiai jelolések eredményei

A kelatorral konjugalt peptidek és nitroimidazol szintézisei minden esetben sikeresen
lezajlottak. A %8Ga-al valo jelolés 15-20 perc alatt végbement. A formulazasi 1épés utan
meghatarozott radiokémiai tisztasadg minden esetben nagyobb volt, mint 95%. A radiotracerek

molaris aktivitasai 5,49 és 7,36 GBq/pumol kozottiek voltak.

A vizsgalt radiotracerek LogP értékei -4,07 és -2,29 kozottiek voltak, melyek a tracerek hidrofil

jellegére utalnak.

Mindegyik analég emelt hémérsékleten (95°C), 7,4-es pH-n PBS-ben stabilnak (<90%)
bizonyult 120 perc letelte utan is. Az eredeti szerkezet felbomlasa patkany szérumban a ®3Ga-
NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH: és a %8Ga-NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-
N(Me)Gly-Arg-Cys]-NH: esetében kifejezett volt, mely a két radiotracer mérsékelt vérbeli

stabilitasat jelzi.
4.2 Hypoxia és angiogenezis vizsgalatanak in vivo és ex vivo eredményei

Vizsgalatainkat kontroll patkanyok in vivo és ex vivo vizsgalataval kezdtiik. Az in vivo
vizsgalatokndl az egészséges, nem tumorhordozd F-344 patkanyokrdl egésztest PET/MRI-t
készitettink a ®3Ga-NODAGA-[c(RGD)]2, ®8Ga-NOTA-c(NGR) vagy a ®Ga-DOTA-
Nitroimidazol radiotracerek intravénds injektalasat kovetd 90 perc mulva. A PET/MRI
felvételekbdl megallapithatdo, hogy mindharom radiotracer a vizeletelvezetd rendszeren

keresztiil tiriil ki a szervezetbdl. Az ex vivo vizsgalatok korrelaltak az in vivo vizsgalatokkal.

A He/De tumorral subcutan transzplantalt F-344 patkdnyokban a He/De tumor avfs receptor
expresszio  vizsgalatdhoz %8Ga-NODAGA-[c(RGD)]>-t, az APN/CD13  expresszio
vizsgilatdhoz 8Ga-NOTA-c(NGR)-t, a hypoxia vizsgalatahoz ®®Ga-DOTA-Nitroimidazolt
injektaltunk az allatok farokvéndjaba, majd 90 perc inkubalasi 1d6 utan PET/MRI képalkotast
végeztiink. A subcutan He/De tumorok mindhirom tracerrel jol azonosithatéak volt. A
bomlaskorrigalt PET képek kvantitativ és kvalitativ analizise soran heterogén tumorszerkezetet
és radiotracer felvételt tapasztaltunk a subcutan transzplantalt He/De tumorokban mindharom
radiotracerrel. Szignifikans (p<0,01) kiilonbséget tapasztaltunk az avid (radiotracert halmozo)

¢s nem avid (radiotracert nem halmozo) teriiletek kozott.

A %8Ga-NOTA-c¢(NGR) APN/CD13 specificitasat blokkolasi vizsgalattal is alitdmasztottuk in

vivo PET képalkotas segitségével. A SUV értékek kvantitativ elemzése soran szignifikansan
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(p<0,01) alacsonyabbak voltak a blokkolas soran, mint az alapvizsgalatoknal. Ezek az
eredmények igazoljdk a ®8Ga-NOTA-c(NGR) APN/CD13 specificitasat.

A subcutan He/De tumorok angiogenezisét és hypoxidjat napi rendszerességgel vizsgaltuk
felvaltva hypoxiat célzo *8Ga-DOTA-Nitroimidazollal és angiogenezist célzo *8Ga-NOTA-
C(NGR)-rel. A kvalitativ PET/MRI vizsgalatok kimutattak, hogy a tumor ndvekedésével
aranyosan noétt a tumoron beliili hypoxia ¢és angiogenezis mértéke is. A hypoxids ¢és
angiogenikus teriiletek méretének valtozasa korrelalt a tumor térfogatanak valtozasaval, melyet
a kvantitativ SUV adatok is aldtdmasztanak. A tumorok ®Ga-NOTA-c(NGR) és 8Ga-DOTA-
Nitroimidazol felvétele fokozddott a tumor méretének novekedésével. A 8Ga-NOTA-c(NGR)
felvétel korrelalt (R?=0,9953) a tumor ndvekedésének mértékével. Hasonlo eredményeket
kaptunk a ®8Ga-DOTA-Nitroimidazollal végzett vizsgalatok esetén, ahol szintén korrelaciot
(R?=0,9692) figyeltink meg az emelkedett ®8Ga-DOTA-Nitroimidazol felvétel és a
fiiggvényében, azt talaltuk, hogy mind a két radiofarmakon fokozott novekedést mutat az idé
elérehaladtaval, egymassal szorosan korrelalva. Az in vivo PET vizsgalatokbol szarmazd

adatokat az ex vivo mérési eredmények is megerdsitették.

4.3 Kiilonb6zo c¢(NGR) szarmazékok in vivo és ex vivo Osszehasonlité vizsgalatanak

eredményei

Kisérleteink masodik szakaszaban 4 kiilonb6z6 c(NGR) szarmazék Osszehasonlitasat
végeztiik el. Elsé 1épésként kontroll allatokon vizsgaltuk in vivo és ex vivo médon a %8Ga-
NOTA-c(NGR), a %®Ga-NODAGA-c(NGR), a %8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) és %Ga-
NODAGA-c(NGR) (MG2) radiofarmakonok eloszlasat. A PET képek kvalitativ és kvantitativ
elemzése soran alacsony halmozast figyeltiink meg a hasi és mellkasi szervekben mind a négy
vizsgalt radiotracer esetében, azonban jelentés halmozas volt lathatdo a vizeletelvezetd
rendszerben. Nem talaltunk szignifikans (p<0,05) eltérést a vizsgalt szervek és szovetek
halmozasaban egyik radiotracerrel sem. Az in vivo PET/MRI eredmények jol korrelaltak az ex

VIVO szervi megoszlasos eredményekkel.

A %8Ga-al jeldlt NGR szarmazékok APN/CDI3 specificitasanak in vivo vizsgalatdhoz a
subcutan He/De és Ne/De tumoros F-344 patkdnyokat intravéndsan injektaltuk a %8Ga-NOTA-
¢(NGR), ®8Ga-NODAGA-c(NGR), %8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) vagy *®Ga-NODAGA-
c(NGR) (MG2) radiotracerekkel, majd 90 perc inkubalasi id6 utan az allatokat elaltattuk és
teljes test PET/MRI vizsgélatokat végeztiink. A subcutan ndvekedd tumorok jol lathatoak 90
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perccel a ®8Ga-NOTA-c(NGR), ®Ga-NODAGA-c(NGR) és a 8 Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1)
injektalasa utan, azonban mérsékelt felvételt tapasztaltunk a %8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2)
esetében, melyet a kvantitativ SUV analizis is alatimasztott. Szignifikansan (p<0,05 és p<0,01)
alacsonyabb tracer felvételt tapasztaltunk a He/De és Ne/De tumorokban a 8Ga-NODAGA-
c(NGR) (MG2) injektalasa utdn, mint a masik harom vizsgalt radiotracer esetében, ahol a
SUVmean és SUVmax értékek ennek kb. 2-5-sz6rései voltak a He/De tumorokban és 1,5-3-
szorosai voltak a Ne/De tumorokban. Hasonl6 tendenciat véltiink felfedezni a tumor-hattér
(izom) aranyokban mind a két tumor esetében, ahol szintén a 3 Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2)
mutatta a legalacsonyabb aranyt. Osszességében a NOTA és NODAGA kelatorokkal konjugalt
c(NGR)-ek nagyobb mértékben halmozodtak a He/De és Ne/De tumorokban, mint a NODAGA
kelatorral konjugalt MG1 és MG2 valtozatok.

A %8Ga-NOTA-c(NGR), 8Ga-NODAGA-c(NGR), 8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) és ®8Ga-
NODAGA-c(NGR) (MG2) APN/CDI13 specificitasanak igazolasara in vivo blokkolasi
vizsgalatokat végeztiink. A PET képek vizualis értékelésekor csdkkent akkumulaciot lattunk a
blokkolt tumorokban, az alapallapothoz viszonyitva. Tovabba, a PET képek SUV analizisekor
is szignifikdnsan alacsonyabb tracer felvételeket tapasztaltunk a blokkolds hatdsdra, mint az
alapvizsgalatoknal. Osszességében tehat elmondhatd, hogy a PET képek kvalitativ és

kvantitativ elemzésekor is megerdsitést nyert a vizsgalt radiotracerek APN/CD13 specificitasa.

Mind az alap-, mind pedig a blokkolasi vizsgalatoknal az in vivo PET/MRI eredmények jol

korrelaltak az ex vivo szervi megoszlasos eredményekkel.

4.4 Actinonin és bestatin, mint APN/CD13 gatloszerek hatékonysaganak vizsgalati

eredményei

Kisérleteink utolsé fazisdban két természetes APN/CD13 gatloszer, az actinonin €s a
bestatin hatasat kivantuk kovetni ®8Ga-NODAGA-c(NGR) radiotracerrel HT1080 és B16F10
subcutan tumoros allatokon. A tumorindukciotdl szamitott negyedik naptol kezdve, 7 napon
keresztiil napi egyszeri intraperitonedlis actinonin (5 mg/kg) vagy bestatin (15 mg/kg) kezelést
kaptak az allatok. A tumor injektalasatol szamitott 6. és 11. napon 20 perces statikus PET
felvételeket készitettiink 90 perccel a 8Ga-NODAGA-c(NGR) injektalasat kovetden a kontroll-

kezeletlen ¢és kezelt (actinonin vagy bestatin) allatok tumoros teriiletérol.

A subcutan HT1080 tumoros allatok PET képeinek kvalitativ analizise soran megéllapitottuk,
hogy mind a kontroll, mind pedig az actinonin-kezelt allatok tumora jol azonosithat6 volt a 6.

¢és 11. napi PET felvételeken. Ezzel szemben a bestatin-kezelt tumorokat nehéz volt azonositani
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az alacsony ®®Ga-NODAGA-c(NGR) felvétel miatt. A PET képek kvalitativ analizisekor is azt
talaltuk, hogy mind a 6., mind a 11. napon szignifikansan (p<0,05 és p<0,01) alacsonyabb SUV
értékeket kaptunk a bestatin-kezelt tumorokban, mint a kontroll-kezeletlen vagy actinonin-
kezelt csoportokban. Meghataroztuk a kontroll €s kezelt tumorok kontrasztossagat, azaz a T/M
SUVmean értékeket is, mely jelzi a kezelések hatékonysagat. A kontroll csoport 6. és 11. napi
T/M SUVmean értékeihez viszonyitva szignifikansan (p<0,01) alacsonyabb értékeket kaptunk
a bestatin-kezelt csoportban, mind a 6. és 11. napon, valamint a 11. napon szignifikansan
(p<0,05) magasabb értékeket mértiink az actinonin-kezelt csoportban. Az ex vivo szervi
megoszlasos vizsgalatok eredménye jol korrelalt az in vivo vizsgalati eredményekkel. Magas
ID%/g értékeket kaptunk a vesében, ezzel szemben a hasi és mellkasi szervekben alacsonyat.
A kezelt és kontroll allatok egészséges szerveinek és szoveteinek *®Ga-NODAGA-c(NGR)
felvételében szignifikdns (p<0,05) kiilonbséget nem lattunk. Meghataroztuk a tumor/izom
(hattér) ID%/g hanyadosokat is, melyek szintén jol korrelaltnak az in vivo képalkotas soran
kapott T/M SUVmean értékekkel. A kontroll &llatok T/M értékeihez viszonyitva szignifikansan
(p<0,05) magasabb T/M értéket kaptunk az actinonin-kezelt csoportban és szignifikansan
(p<0,05) alacsonyabb értéket a bestatin-kezelt csoportban.

A B16F10 tumoros allatok esetében is elvégeztiik az actinonin és bestatin kezelések
hatékonysaganak kovetését 8 Ga-NODAGA-C(NGR)-rel. A PET képek vizuélis értékelésekor
a kontroll csoport tumoraiban magas ®Ga-NODAGA-c(NGR) halmozast, a bestatin- és
actinonin-kezelt tumorokban azonban mérsékeltebb halmozast tapasztaltunk. A PET felvételek
kvantitativ analizisekor az el6zdekben leirtakkal megegyezd tendenciat véltiink felfedezni. A
kontroll tumorok SUVmean értékei szignifikansan (p<0,01) magasabbak voltak, mint a
bestatin- vagy actinonin-kezelt csoportok SUVmean értékei. A 6. és 11. nap kozott jelentds
tracerfelvétel emelkedés kovetkezett be a kontroll csoportnal, mig ez a fajta emelkedés a két
kezelt csoportban elhanyagolhaté mértékii volt. A HT1080 tumorokhoz hasonléan a B16F10
tumoroknal is dsszehasonlitottuk a T/M SUVmean értékeket. Az actinonin- és bestatin-kezelt
csoportok T/M SUVmean értékeit a kontroll csoportéhoz viszonyitva szignifikansan (p<0,01)
alacsonyabbak voltak a 6. és 11. napon. A B16F10 subcutan tumoros allatoknal is elvégeztiik
az ex Vivo szervi megoszlasos vizsgalatot és az eredmények korrelaltak az in vivo
eredményekkel. Alacsony mellkas ¢€s hasi, valamint magas vese tracerfelvétel volt
megfigyelhetd a kisérleti allatoknal. Nem volt szignifikans (p<0,05) kiilonbség a vizsgalt

szervek és szovetek ID%/g értékeiben a kezelt és a kontroll csoportok kozott. Azonban a T/M
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[D%/g értékekben volt eltérés, jelentdsen alacsonyabb T/M értékeket kaptunk a kezelt

csoportokban, mint a kontroll csoportban.

A tumorok %8Ga-NODAGA-c(NGR) felvétele mellett azok méretbeli valtozasat is nyomon
kovettiik. Azt talaltuk, hogy a kontroll-kezeletlen és az actinonin-kezelt, HT1080 tumoros
allatok tumoranak mérete a tumorindukciotol szamitott 4. naptol kezdve a 11. napig
folyamatosan novekedett. Azonban a kontroll tumorokhoz képest szignifikansan (p<0,01)
kisebb tumorméreteket mértiink a bestatin-kezelt csoportban a 4., 6. és 11. napon. A subcutan
B16F10 tumoros allatok koziil az actinonin- és bestatin-kezelt tumorok méretbeli ndvekedése
elhanyagolhatd volt. Ezzel szemben a kontroll-kezeletlen B16F10 tumorok jelentdsen

megnovekedtek a 11. napra.
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5. Megbesz¢lés

A daganatok hypoxidja és angiogenezise egy intenziven kutatott teriilet a klinikai és
preklinikai PET képalkotds ¢és radiogyogyszer fejlesztés teriiletén. A human klinikai
rutinképalkotas soran leggyakrabban az ®FDG-t alkalmazzak a daganatok és attétek
kimutatasara, azonban ez nem specifikus sem hypoxiara, sem pedig az angiogenikus markerek
vizsgalatara, tovabba kevésbé alkalmasak a specifikus daganatellenes (pl. daganat érképzodését
gatld) terapia hatékonysdganak kovetésére. Megnétt tehat az igény ezen folyamatokra
specifikus radiotracerek fejlesztése irant. A kutatdomunka elsé fazisaban a hypoxia és
angiogenezis kapcsolatat vizsgaltuk ovps receptorra specifikus ®8Ga-NODAGA-[c(RGD)].-vel,
APN/CD13-ra specifikus %Ga-NOTA-c(NGR)-rel és hypoxiara specifikus ®Ga-DOTA-
Nitroimidazollal. A vizsgalt radiofarmakonok hidrofil tulajdonsagara utal a kontroll allatok in
VIVO €s ex Vivo vizsgalatai soran megfigyelt vizeletelvezetd rendszeren keresztiili iiriilési mod.

crer

tracerekkel vizsgaltuk a tumorokat és meglepd modon mar a 10. napon magas 8Ga-DOTA-

3.es méreténél.

Nitroimidazol felvételt tapasztaltunk a subcutan He/De tumorok 125 mm
Tovéabba, a 11. naptdl kezdve egyértelmiien elkiilonithetéek voltak a hypoxias (®Ga-DOTA-
Nitroimidazol avid) és normoxias (®4Ga-DOTA-Nitroimidazol nem avid) régiok, melyet az avid
teriiletek szignifikdnsan (p<0,01) magasabb SUV értékei is alatdmasztottak. Ezt a fajta
heterogenitast mas kutatocsoportok is leirtak, akik azt talaltak, hogy az egész tumor akar 50-
60%-4at is kitehetik a hypoxiés teriiletek. Az irodalombol ismert, hogy az APN/CD13 receptorok
ligandjaként ismert NGR molekuldk és az avPs receptorokhoz ko6t6dé RGD molekulak
alkalmasak ezen receptorok expresszidjanak vizsgalatara. Kutatocsoportunk korabbi
publikécidjaban, primer vesetumorban (Ne/De) szignifikdnsan magasabb tracerfelvételt irtunk
le ®3Ga-NOTA-c(NGR)-rel, mint a kereskedelemben kaphaté *8Ga-NODAGA-[c(RGD)].-Vel.
A jelenlegi munkéban leirt hepatocelluldris carcinoma modellben szintén megfigyelhetd volt
ez a tipusu kiilonbség a %8Ga-NOTA-c(NGR) és a *8Ga-NODAGA-[c(RGD)]. halmozasanak
mértéke kozott. Ennek oka a He/De tumorokban magasabb mértékben kifejez6d6 APN/CD13
molekula, melyet western blot vizsgalattal tamasztottunk ald. A vizsgalt He/De tumoron beliil,
mind az angiogenezis-, mind a hypoxia specifikus radiotracerekkel heterogén tumorszerkezetet
azonositottunk. Kisérleteink alapfeltevése az volt, hogy a hypoxiés €s az angiogenikus teriiletek
egylitt novekednek a tumor térfogatanak novekedésével. A feltevésiink igazolddott, mikor azt
lattuk, hogy a ®®Ga-NOTA-c(NGR) és a ®8Ga-DOTA-Nitroimidazol felvétel emelkedett és erds

korrelacidt mutatott a tumor térfogatanak novekedésével. Tovabba, azt is feltételeztiik, hogy a
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hypoxia fokozddasaval az angiogenezis mértéke novekszik és kovetkezményesen a tumor
mérete is nd. Bzt a feltételezést indirekt modon megerésitette az a tény, hogy a *®Ga-DOTA-
Nitroimidazol felvétel fokozodasaval erésen korrelalt a ©8Ga-NOTA-c(NGR) halmozodas is a
He/De tumorban. Korabbi vizsgalatainkbol ismert, hogy a 8Ga-NOTA-c(NGR) alkalmas
Ne/De (mesoblastos nephroma) tumorok kimutatasara, most pedig megerdsitést nyert, hogy
He/De tumorok APN/CD13 expressziojanak vizsgalatara is alkalmas az emlitett radiotracer. Az
APN/CD13 és hypoxia specifikus radiofarmakonok jelentdsen hozzajarulnak a hypoxia és az

angiogenezis kapcsolatanak jobb megértéséhez a tumorokban.

Kisérleteink masodik szakaszdban négy kiilonb6zé c(NGR) szarmazék oOsszehasonlitasat
végeztiik kontroll, valamint He/De és Ne/De tumoros allatokon. Az irodalombdl mér ismert,
hogy az aszparagin-glicin-arginin (NGR) peptidszekvenciak specifikusan kotddnek az
APN/CDI13 molekuldhoz, ebbdl kifolydlag més munkacsoportok ¢és sajat korabbi
vizsgalatainkbol is ismert, a %8Ga-NOTA-c(NGR) radiotracer alkalmassiga a daganatok
APN/CDI13 expresszidjanak kimutatasara. A C[KNGRE]-NH> rendkiviil jo kémiai inertséggel
jellemezhetd peptid, mely elsé vonalban NOTA kelatorral keriilt konjugalasra. Ezt kovette a
NODAGA kelatorhoz vald kapcsolas, ahol a feltételezésiink az volt, hogy nagyon hasonlo
kémiai tulajdonsagokkal lesz jellemezhetd a két vegyiilet. Tovabba, két tioéter ciklizalt c(NGR)
szarmazék NODAGA kelatorral val6 konjugalasa is megtortént, ami egy tiourea kotést és egy
extra aromds gyiriit eredményezett, amivel az analégok hidrofil tulajdonsagaik a referencia
vegyiilethez hasonl6an megmaradtak. Az MG1 és MG2 analdgok szerkezetiiket tekintve csupan
egy metil csoportban kiilonboznek egymastol. Az in vitro lipofilicitasi vizsgalatok azt mutattak,
hogy az ujonnan szintetizalt %8Ga-NODAGA-c(NGR) szarmazékok mindegyike nagy
hidrofilicitassal jellemezhetd (LogP értékek -2,2 és -4,1 kozottiek). Ezt a megfigyelést a
kontroll F-344 patkanyokon elvégzett in vivo PET és ex vivo biodisztriblicids vizsgalatok is
alatamasztottak, hidrofil tulajdonsagaik révén a vizeletelvezetd rendszeren keresztiil tirtilnek és
viszonylag alacsony felvétel tapasztalhat6 a hasi és mellkasi szervekben. A ®3Ga-NODAGA-
c(NGR) (MG2) relativ magasabb maj-, 1ép- és tiid6beli halmozésa, a tobbi farmakonhoz képest
kisebb hidrofilicitasabol eredhet. Az egészséges szervekbeli alacsony radiotracer halmozodas a
képmindséget is javitja, hiszen alacsony hattéraktivitassal magas tumor-hattér (pl. izom) arany
érhetd el, mely megkonnyiti a képek értékelését és a tumorok identifikalasat leletezés soran. A
munka masodik felében subcutan He/De és Ne/De daganatos F-344 patkdnyokon vizsgaltuk a
négy c(NGR) szarmazék APN/CDI13 specificitasat, ahol a tumorok mind a négy APN/CD13

receptor kimutatdsat célzd radiotracerrel beazonosithatoak voltak, azonban halmozasuk
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mértéke eltérd volt. Osszességében azt figyeltiik meg, hogy a NOTA és NODAGA kelatorokkal
konjugélt c(NGR) molekuldk magasabb akkumuléaciot mutattak a He/De és Ne/De tumorokban
a NODAGA konjugélt MG1 és MG2 molekuldkhoz viszonyitva. A négy analog kozotti
kiilonbség eredhet a kémiai tulajdonsagaikbol (pl. az MG1 alacsonyabb stabilitasa és az MG2
gyengébb kotési képessége), tovabba, annak ellenére, hogy azonos méretli tumorokat
vizsgaltuk, jol ismert, hogy az angiogenikus markerek expresszios szintje valtozik a tumor
novekedésével, fokozodhat kiilonb6zd tumortipusokban és erdsen fiigg a hypoxia jelenlététol
¢s annak fokatol is. A vizsgalt anyagok APN/CD13 specificitasa is igazolast nyert, amikor a
blokkolasi vizsgélatok soran szignifikansan alacsonyabb felvételt tapasztaltunk a vizsgalt
tumorokban, mint az alapvizsgélatok esetében. A angiogenezist célz6 markerek kozil az
APN/CDI13 egy igéretes target a PET képalkotas teriiletén, azonban a megfeleld ®Ga jelolt
NGR alapt radiotracerek (jelen esetben a legjobb kotési tulajdonsagokkal jellemezhetd %Ga-
NOTA-c(NGR) és 8Ga-NODAGA-c(NGR) elengedhetetlenek a tumorok angiogenezisének

pontos kimutatasara és a daganatok érképzddését gatlo terapiak hatékonysaganak kdvetésére.

Kisérleteink utolsé fazisaban az actinonin és bestatin, mint APN/CD13 gatloszerek terapids
hatasat kovettik 8Ga-NODAGA-C(NGR)-rel. Dolgozatomban a természetes eredetii
gatloszerek csaladjaba tartozo két inhibitorral, a Streptomyces olivoreticuli-bol szarmazo
bestatinnal és a Streptomyces Cutter C/2-bdl izolalt actinoninnal dolgoztunk subcutan HT1080
¢s B16F10 tumorokon. Korabbi in vitro vizsgalatok igazoltak a HT1080 és B16F10 sejtek
APN/CD13 pozitivitasat, melyet a kutatocsoportunk in vivo eredményei is alatamasztottak,
mind a két tumortipus a kontroll-kezeletlen 4llatokban jol vizualizalhat6 volt ®®Ga-NODAGA-
C(NGR)-rel. Kovetkezo 1épésként az actinonin és bestatin kezelések kovetkeztek subcutan
HT1080 és B16F 10 tumorokon, melyek hatasét szintén ®Ga-NODAGA-c(NGR)-rel kovettiink.
Az actinonin gatloszer hatdsat mas kutatocsoportok is vizsgaltdk. Ok azt talaltak, hogy in vitro
koriilmények kozott mind az APN pozitiv, mind az APN negativ leukémia és lymphoma
sejtvonalakat gatolta. In vivo koriilmények kozott azonban csak az egér eredetli leukémiak
novekedését gatolta, a huméan lymphomakkal szemben hatdstalan volt. A kutatdcsoportunk
eredményei korreldltak ezekkel az eredményekkel, az egér eredeti melanoma (B16F10)
tumorok esetében jelentds tracer felvétel- €s tumorméretbeli csokkenést tapasztaltunk az
actinonin kezelés hatasara, azonban a human eredetii fibrosarcomak esetében az alkalmazott
dozirozés hatastalannak bizonyult. Lehetséges magyarazatként szolgéalhat erre az irodalombol
mar ismert felvetés, miszerint az APN/CD13 gatloszerek akar immunmodulansként is

miikodhetnek. Ebbdl kifolyolag a T és B sejtekkel nem rendelkezd, HT1080 tumorral
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transzplantalt CB17 SCID egerekben ez a hatds nem varhat6. Egy maésik lehetséges ok, ami
miatt az actinonin nem fejtette ki gatlo hatasat a subcutan HT1080 tumorokban, a dozirozasban
rejlik. Az eltéré tumortipusok feltételezhetéen eltérd dozisérzékenységgel jellemezhetdek,
azonban ennek feltarasara dozisfiiggd vizsgalatok sziikségesek a tovabbiakban. A bestatinnal
végzett gatlo vizsgalatoknal mind a két daganattipusnal hatasosnak bizonyult. A bestatin-kezelt
HT1080 és B16F10 tumorok ®8Ga-NODAGA-c(NGR) felvétele és a tumorok mérete jelentdsen
csOkkent a kezelés hatdsara. A bestatin direkt médon képes gatolni a tumorok novekedését és
angiogenezisét az APN/CD13 blokkoléasa révén, valamint tumorellenes immunvalaszt is képes
generalni azaltal, hogy fokozza a sejt medidlta immunitast, blasztogén és mitogén hatasu.
Korabbi megfigyelések szerint dozistdl és beadds modtol fliggden, NK sejt gatld vagy aktivalo
képességgel is rendelkezik. Feltételezhetd tehat, hogy gatld hatasat az NK sejtek modulalasan
keresztiil fejtette ki az NK sejttel rendelkez6 HT1080 tumoros CB17 SCID ¢és B16F10 tumoros
C57BL/6 egerckben. Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy a ®8Ga-NODAGA-c(NGR)
alkalmas radiotracer subcutan HT1080 és B16F10-el transzplantalt egerekben az actinonin ¢és

bestatin- mint APN/CD13 gatloszerek- terapias hatasanak kovetésére.

A He/De, Ne/De, B16F10 ¢s HT1080 tumorok APN/CD13 pozitivitdsat western blot vagy

immunhisztokémiai vizsgalatokkal igazoltuk.
A kutatomunka sorén kapott 0j eredmények:

1. A %Ga-NOTA-c(NGR) nem csak a subcutan Ne/De tumorok, hanem a subcutan He/De

tumorok APN/CD13 expressziojanak kimutatasara is alkalmas radiotracer.

2. A subcutan He/De tumorok hypoxiajanak és angiogenezisének in vivo PET vizsgalatakor
megallapitottuk, hogy a hypoxias és az angiogenikus tertiletek egyiitt novekednek a tumor
térfogatanak novekedésével, valamint a hypoxia fokozodasaval az angiogenezis mértéke
is novekszik. Az APN/CDI3 és hypoxia specifikus radiofarmakonok jelentésen
hozz4jarulnak a hypoxia és az angiogenezis kapcsolatanak jobb megértéséhez a

tumorokban.

3. A kontroll és tumoros (subcutan He/De és Ne/De) allatokon végzett in vivo €s ex vivo
vizsgalatokbol nyilvanvalova valt a négy vizsgalt ®8Ga jelzett ¢(NGR) szarmazék (8Ga-
NOTA-c(NGR), %Ga-NODAGA-c(NGR), %Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1), %Ga-
NODAGA-c(NGR) (MGZ2)) hidrofil jellege, hiszen kiiiriilésikk a vizeletelvezetd
rendszeren keresztiil torténik, emellett a hasi és mellkasi szervekben kis mértékben

dusulnak.
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4.

A NOTA ¢és NODAGA kelatorokkal konjugalt c¢(NGR) molekuldk magasabb
akkumulaciot mutattak a He/De és Ne/De tumorokban, mint a NODAGA konjugéalt MG1
és MG2 analogok, igy a ®8Ga-NOTA-c(NGR) és ®Ga-NODAGA-c(NGR) igéretes

radiotracernek bizonyultak a daganatok angiogenezisének pontos kimutatasara.

A vizsgalt APN/CD13 gatloszerek koziil az actinonin subcutan B16F10 tumorokon, a
bestatin subcutan B16F10 és HT1080 tumorokon fejtette ki APN/CD13 gatl6 hatasat.

A subcutan HT1080 és B16F10-¢l transzplantalt egerekben az actinonin és bestatin- mint
APN/CD13 gitloszerek- terapias hatdsanak kovetésére alkalmas radiotracer a ®8Ga-

NODAGA-¢(NGR).
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6. Osszefoglalas

Napjainkban a daganatok PET diagnosztikajanak alapértelmezett radiofarmakonja az
BEDG, mely széles korben alkalmazhatd, azonban nem tumorspecifikus és bizonyos
daganatokban nem halmozodik. A radiobioldgiai kutatasok egy része ezért a tumorspecifikus
radiofarmakonok fejlesztése felé fordult. Egy lehetséges tumorspecifikus célpont a daganatok
érképzodésének egyik fontos markere, az APN/CD13 sejtfelszini molekula. Expresszidjanak in
Vivo vizsgalatara lehetOséget biztositanak a kiilonboz6 radioizotopokkal jelzett NGR

peptidszekvenciak.

Dolgozatom elsd részében a tumorok angiogenezisének és hypoxidjanak kapcsolatat vizsgaltam
ezen folyamatokra specifikus radiotracerek segitségével tumoros allatmodellen.
Megillapitottuk, hogy a hypoxias és angiogenikus teriiletek egyiitt novekednek a tumor
térfogatanak ndvekedésével, melyet a teriiletek fokozodo ®8Ga-NOTA-c(NGR) és ®8Ga-DOTA-
Nitroimidazol felvétele igazolt, tovabba ezen teriiletek radiotracer felvétele korrelaciot mutatott
a tumor térfogatanak ndvekedésével. Ezen feliil a He/De tumorok 8Ga-NOTA-c(NGR) és %8Ga-
DOTA-Nitroimidazol felvétele egymassal is korrelalt, azaz a hypoxia fokozodasaval az
angiogenezis mértéke is emelkedett. A felhasznalt radiotracerek segitséget nyujtanak a hypoxia

¢s angiogenezis kapcsolatanak jobb megértéséhez.

A kutatomunka masodik 1épcsdjében négy c(NGR) szarmazék dsszehasonlito vizsgalata tortént
kontroll, valamint He/De és Ne/De tumoros allatmodellen. Mind a négy radiotarcer hidrofil
tulajdonsagokkal rendelkezik, melyet a vizeletelvezetd rendszeren keresztiili iriilésiik is
alatdmasztott. A két tumor mind a négy radiotracerrel azonosithaté volt, am a tumorokon beliili
halmozodasuk mértékében kiilonbségek mutatkoztak. A *8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1)
gyengébb szérumstabilitdssal, a 8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) gyengébb kotési képességgel
volt jellemezhetd. A daganatok diagnosztikajara legalkalmasabb radiotracerek a ®3Ga-NOTA-
¢(NGR) és a ®®Ga-NODAGA-c(NGR) voltak.

Kisérleteink utolsé szakasziban a %8Ga-NODAGA-c(NGR), APN/CDI13 gatld kezelések
terapias hatékonysaganak kovetésére vald alkalmassagat vizsgaltuk HT1080 és B16F10
tumoros egereken. A kontroll HT1080 és B16F10 tumorok jol azonosithatoak voltak a ®3Ga-
NODAGA-c(NGR)-rel. Az actinonin kezelés hatasara a B16F10 tumorok, mig bestatin kezelés
hatasara, mind a HT1080, mind a B16F10 tumorok radiotracer felvétele és mérete jelentdsen
csokkent. A %8Ga-NODAGA-c(NGR) tehat nem csak a daganatok diagnosztikéjara, hanem

APN/CD13 gatl6 terapia hatékonysaganak kovetésére is alkalmas radiofarmakon.
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A PET képalkotas teriiletén tehat igéretes célpontnak bizonyul az APN/CDI13 molekula,
melynek vizsgilatdra alkalmasak a %®Ga jelzett ¢c(NGR) szarmazékok, mind a tumorok

diagnosztikaja, mind az APN/CD13 ellenes terapiak hatékonysaganak kovetése soran.

24



7. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Berényi Ervin intézetvezetdének és Dr. Trencsényi Gyorgy
tanszékvezetonek, hogy lehetévé tették szamomra PhD dolgozatom elkészitését az Orvosi

Képalkoto Intézet Nuklearis Medicina Nem Onallo Tanszékén.

Kiemelked6 koszonettel tartozom témavezetOmnek, Dr. Trencsényi Gyorgynek, aki BSc
képzésemtdl kezdve egyengette tudomanyos palyamat, téle tanulhattam meg a metodikai
alapokat, segitséget nyujtott a tudoményos eredmények értelmezésében, a tudomanyos
publikéciok irasaban.

Koszonettel tartozom Vasné Dr. Garai Ildikonak, a debreceni Scanomed Kft. Transzlacios

Kutato Kozpont orvosigazgatdjanak, amiért lehetévé tette szamunkra az in vivo kisérletekhez

szlikséges PET/MRI késziilék alkalmazasat.

Koszonet illeti az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport vezetdjét Prof. Dr. Mez6 Gébort és
tudomanyos segédmunkatarsat, Dr. Enyedi Kata Norat, amiért lehetové tették és biztositottak

szamunkra a ¢(NGR) szdrmazékokat.

Halas koszonet illeti Dr. Kertész Istvant, Stéfanné Dénes Noémit €s dr. Sziics Danielt, a PhD
munkaban megjelend radiofarmakonok biztositasaért, igy segitve az in Vvivo mérések
megvalositasat, melyekben a bioldgiai munkacsoport minden tagja, igy Péliné Szabd Judit,

Nagy Tamas és Aratd Viktoria Zso6fia kimagaslo szerepet vallalt.

Koszonettel tartozom a Nuklearis Medicina Nem Onéllé Tanszék minden dolgozojanak a

tamogatasért €s segitségert.

Koszonetemet szeretném kifejezni az Orvosi Képalkotd Intézet Radioldgia Nem Onélld
Tanszékén tudomanyos segédmunkatarsként dolgozé Racz Szilvidnak és a Patologiai Intézet
vezetdjének Prof. Dr. Méhes Gabornak, az intézet vezetd asszisztenseként dolgozd Beke
Lividnak az immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzéséért, valamint a Patoldgiai Intézet PhD

hallgat6janak, dr. Matolay Orsolyanak a western blot vizsgalatok elvégzéséért.

Végiil szeretném megkdszonni férjemnek, Péternek és csalddomnak a tdmogatd légkor

megteremtését s a toliik kapott folyamatos biztatast.

25



8. Fiiggelék

Onalléan végzett munka:

o Kisérlettervezés

e He/De, Ne/De, HT1080 ¢és B16F10 sejtek tenyésztése, fagyasztasa

e F-344 patkanyokban, valamint C57BL/6 és CB17 SCID egerekben tumorindukcio
o Allathdzi feladatok ellatésa

e Allatok Isoflurénos altatasa

¢ Radiofarmakonok injektalasa

e PET vizsgalatok elvégzése

e Exvivo vizsgalatok elvégzése

e APN/CDI13 gatlo kezelések elvégzése

e PET felvételek, ex vivo eredmények feldolgozasa, kiértékelése

e Statisztikai analizis elvégzése

Kozremikodok altal elvégzett munkas:

e Radiotracerek eldallitasa (Stéfanné Dénes Noémi és dr. Sziics Daniel)
e Western blot vizsgalatok elvégzése (dr. Matolay Orsolya)

e Immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzése (Racz Szilvia és Beke Livia)

26



DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/431/2021.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jeldlt: Kis Adrienn
Doktori Iskola: Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola
MTMT azonositd: 10057295

A PhD értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

1. Kis, A., Dénes, N., Péli-Szabd, J., Arato, V. Z., Beke, L., Matolay, O., Enyedi, K. N., Méhes, G.,
Mez6, G., Bai, P., Kertész, ., Trencsényi, G.: In Vivo Molecular Imaging of the Efficacy of
Aminopeptidase N (APN/CD13) Receptor Inhibitor Treatment on Experimental Tumors Using
68Ga-NODAGA-c(NGR) Peptide.

BioMed Res. Inter. 2021, 1-11, 2021.
IF: 3.411 (2020)

2. Kis, A., Dénes, N., Péli-Szabé, J., Arato, V. Z., Joszai, |., Enyedi, K. N, Racz, S., Garai, |., Mez6,
G., Kertész, |., Trencsényi, G.: In vivo assessment of aminopeptidase N (APN/CD13)
specificity of different 68 Ga-labelled NGR derivatives using PET/MRI imaging.

Int. J. Pharm. 589, 1-11, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2020.119881
IF: 5.875

3. Kis, A., Péli-Szabo, J., Dénes, N., Vagner, A., Nagy, G., Garai, |., Fekete, A., Szikra, D. P., Hajdu,
I., Matolay, O., Méhes, G., Mezd, G., Kertész, |., Trencsényi, G.: In vivo Imaging of Hypoxia
and Neoangiogenesis in Experimental Syngeneic Hepatocellular Carcinoma Tumor Model
Using Positron Emission Tomography.

Biomed Res. Int. 2020, 1-10, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1155/2020/4952372
IF: 3.411

27



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E C E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Tovabbi kozlemények

4. Dénes, N, Kis, A., Péli-Szabo, J., Joszai, |., Hajdu, ., Arato, V. Z., Enyedi, K. N, Mez§, G.,
Hunyadi, J., Trencsényi, G., Kertész, |.: In vivo preclinical assessment of novel 68Ga-labelled
peptides for imaging of tumor associated angiogenesis using positron emission tomography
imaging.

Appl. Radiat. Isot. 174, 1-10, 2021.
IF: 1.513 (2020)

5. Trencsényi, G., Kis, A., Péli-Szabé, J., Rati, A., Csige, K., Fenyvesi, E., Szente, L., Malanga, M.,
Méhes, G., Emri, M., Kertész, |., Vecsernyés, M., Fenyvesi, F., Hajdu, I.: In vivo preclinical
evaluation of the new 68Ga-labeled beta-cyclodextrin in prostaglandin E2 (PGE2) positive
tumor model using positron emission tomography.

Int. J. Pharm. 576, 1-35, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.118954
IF: 5.875

6. Forgacs, V., Németh, E., Gyuricza, B., Kis, A., Péli-Szabg, J., Mikecz, P., Matyus, P., Helyes, Z.,
Horvath, A. I., Kalai, T., Trencsényi, G., Fekete, A., Szikra, D. P.: Radiosynthesis and
preclinical investigation of 11C labelled 3-(4,5- diphenyl-1,3-oxazol-2-yl)propanal oxime
([11C]SzV 1287).

ChemMedChem. 15 (24), 2470-2476, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.202000389
IF: 3.466

7. Trencsényi, G., Dénes, N., Nagy, G., Kis, A., Vida, A., Farkas, F., Péli-Szabd, J., Kovacs, T.,
Berényi, E., Garai, |., Bai, P., Hunyadi, J., Kertész, |.: Comparative preclinical evaluation of
68Ga-NODAGA and 68Ga-HBED-CC conjugated procainamide in melanoma imaging.

J. Pharmaceut. Biomed. Anal. 139, 54-64, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2017.02.049
IF: 2.831

8. Kertész, ., Vida, A., Nagy, G., Emri, M., Farkas, A., Kis, A., Angyal, J., Dénes, N., Péli-Szabé, J.,
Kovacs, T., Bai, P., Trencsényi, G.: In Vivo Imaging of Experimental Melanoma TW&::
Using The Novel Radiotracer 68Ga-NODAGA-Procainamide (PCA). %,\‘*‘U’
J. Cancer. 8 (5), 774-785, 2017. 2
DOI: http://dx.doi.org/10.7150/jca.17550 o
IF: 3.249

28



DEBRECENI EGYETEM
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

9. Nagy, G., Dénes, N., Kis, A., Péli-Szabé, J., Berényi, E., Garai, |., Bai, P., Hajdu, |., Szikra, D. P.,
Trencseényi, G.: Preclinical evaluation of melanocortin-1 receptor (MC1-R) specific 68 Ga-
and 44 Sc-labeled DOTA-NAPamide in melanoma imaging.

Eur. J. Pharm. Sci. 106, 336-344, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2017.06.026
IF: 3.466

10. Maté, G., Kertész, |., Enyedi, K. N., Mez6, G., Angyal, J., Vasas, N_, Kis, A., Szabd, E., Emri, M.,
Birg, T., Galuska, L., Trencsényi, G.: In vivo imaging of Aminopeptidase N (CD13) receptors
in experimental renal tumors using the novel radiotracer 68Ga-NOTA-c(NGR).

Eur. J. Pharm. Sci. 69, 61-71, 2015.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2015.01.002
IF: 3.773

A kozl6 folyodiratok dsszesitett impakt faktora: 36,87

A kozl6 folyodiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalo kozleményekre):
12,697

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tuddstérbe feltdltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecen, 2021.09.03.

29



