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%4Cu réz-64 izotdp

8Ga gallium-68 izotop
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aFGF savas fibroblaszt novekedési faktor (acidic fibroblast growth factor)

Angl angiopoietin-1
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avPs integrin receptor

bFGF bazikus fibroblaszt ndvekedési faktor (basic fibroblast growth factors)
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COX-1 ciklooxigendz-1 enzim

COX-2 ciklooxigendz-2 enzim

CT komputertomografia, szamitdogépes metszeti képalkotas (computed
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DOTAGA p-NCS-Bz-DOTA-GA

EGF epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)
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fibroblaszt ndvekedési faktor (fibroblast growth factor)
fibroblaszt ndvekedési faktor receptor (fibroblast growth factor
receptor)
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hepatocita novekedési faktor (hepatocyte growth factor)

hipoxia indukalt faktor 1 (hypoxia inducible factor)

hexokinaz 2 enzim

nagy teljesitményii folyadékkromatografia (high-performance liquid
chromatography)

hidroxipropil-béta-ciklodextrin

hipoxia-valasz elem (hypoxia-response element)

International Agency for Research on Cancer

Catalan Institute of Oncology

kiloelektronvolt

lutécium-ittrium-ortoszilikat

megaeletronvolt

matrix metalloproteinaz (matrix metalloproteinase)
magnesesrezonancia képalkotas (magnetic resonance imaging)
membranhoz kotott matrix metalloproteindz (membrane-type matrix
metalloproteinase)
6-Deoxy-6-monoamino-(2-hidroxipropil)-f-ciklodextrin
nitroimidazol

natural killer (NK sejt: természetes 616sejt)

non-obese diabetes
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NP-2
NSCLC

PA
PA/plazmin
PAI-1

PBS
PBST
PDGF
PDGFR

PET
PGE2

Pgp
PKC

RAMEB
RP-HPLC

rtg

SCID

SD
SDS-PAGE

SPE
SPECT

SUV
T/M
Tin
TATM
TGF-B
TNF-a

neuropilin-2

nem kissejtes tiidorak (non-small cell lung cancer)

plazminogén aktivator

Plazminogén aktivator/Plazmin rendszer

1-es tipust plazminogén aktivator inhibitor (plasminogen activator
inhibitor-1)
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trombocita eredetli ndvekedési faktor (platelet derived growth factor)
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pozitronemisszios tomografia (positron emission tomography)
prosztaglandin E2

P-glikoprotein

protein-kinaz C

recombination activating gene
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rontgen

sulyos kombinalt immunhianyos (severe combined immunodeficient)
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emission computed tomography)
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tPA

UH
uPA

VEGF

VEGF-A
VEGFR-1
VEGFR-2
VE-kadherin
VOI

WHO

a-CD

B-CD

v-CD

szoveti tipusu plazminogén aktivator (tissue-type plasminogen
activator)

ultrahang

urokinaz tipusu plazminogén aktivator (urokinase-type plasminogen
activator)

vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (vascular endothelial growth
factor)

vaszkularis endotelidlis novekedési faktor A

vaszkularis endotelialis novekedési faktor receptor-1

vaszkularis endotelialis novekedési faktor receptor-2

vaszkularis endotelialis kadherin

vizsgalt térfogat (volume of interest)

Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organization)
alfa-ciklodextrin

béta-ciklodextrin

gamma-ciklodextrin



ABSZTRAKT (magyar)

HATTER: A ndgyodgyaszati malignus megbetegedések ¢és attéteik novekvd eléfordulasi
gyakorisaga indokolja a korai diagnosztikat és ezaltal a mieldbb megkezdett haté¢kony terapia
alkalmazasat, melynek kovetkeztében a tumorszelektiv biomarkereket célzd diagnosztikai
vektorok fejlesztése és in vivo tesztelése az onkoldgiai alapkutatasok kiemelt teriiletévé valt.
Figyelembe véve a hipoxia és a prosztaglandin E2 (PGE2) tumor-asszocialt angiogenezisben
betoltott kdzponti szerepét, munkdnk sordn célul tliztik ki kiillonbozd, tumorspecifikus
(hipoxia- és angiogenezis-targetalt) radiofarmakonok in vivo diagnosztikai képességének
vizsgalatat és  Osszehasonlitdsait ndégyogydszati tumorok preklinikai  modelljeiben

pozitronemisszids tomografia (PET) alkalmazasaval.

MODSZEREK: A kutatds els6 részében gallium-68 (®Ga) izotoppal jelolt, PGE2-t célzod
ciklodextrin alapu nyomjelzéket ([**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD (%®Ga-jelslt hidroxipropil-béta-
ciklodextrin) ¢és [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (%8Ga-jel6lt random metilezett béta-
ciklodextrin)) szintetizaltunk, melyek bioldgiai karakterisztik4jat és diagnosztikai potencialjat
CB17 sulyos immunhidnyos egerekben létrehozott MDA-MB-HER2+ és tripla-negativ 4T1
emlétumor xenograftokon in vivo dinamikus és statikus PET leképezéssel, valamint ex vivo
boncolasos szervi eloszlasos mérésekkel vizsgaltuk. Munkank masodik részében a
hipoxiaszelektiv ['*FJFAZA ('8F-fluoroazomicin arabinozid) és ['F]FDG (2-['®F]fluoro-2-
dezoxi-D-gliik6éz)  radiofarmakonok  tumor-asszocidlt hipoxia leképezésére  vald
alkalmazhatosagat vizsgaltuk P-glikoprotein negativ (PgP-) A2780 ¢és Pgpt+ A2780AD
ovariumtumor-, valamint Pgp- KB-3-1 és Pgp+ KB-V-1 cervixkarcindma-modelleken PET
technikédval. A hipoxia jelenlétét in vitro radiofarmakon-felvételi mérésekkel és Western blottal

igazoltuk.

ERDMENYEK: MDA-MB-HER2+ és 4T1 tumorok mind a [%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD
mind a [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB alkalmazasaval azonosithatok voltak, ugyanakkor a
nyomjelzék tumormérettdl fiiggd, eltéré mértékli halmozast mutattak az egyes emlétumor
tipusokban. A ndgyogyaszati tumorok PET felvételeinek elemzése soran nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget a Pgp- és Pgp+ elvaltozasok [’F]FAZA-felvétele kozott. A dinamikus
mérések kb. a 110. percben regisztralt tumor-hattér aranyok biztositottak a legjobb kontraszta
['SF]JFAZA PET képek készitését a hipoxias és normoxias tumorteriiletek elkiilonitéséhez.
Ugyan valamennyi ovarium- és cervixtumor heterogén halmozast mutatott mind az ['*F[FAZA

é¢s mind az ["®F]FDG alkalmazasaval, a hipoxiaspecifikus ['F]JFAZA esetén tapasztalt
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jelentdsebb intratumoralis felvételi kiilonbségek igazoljak azt, hogy a nyomjelzd az ['*F]FDG-
hez képest magasabb diagnosztikai teljesitményt mutatott a hipoxia detektalasaban. Az

[8FIFAZA és az ['®F]FDG PET képek kozotti térbeli atfedések megerdsitik, hogy a hipoxia

dontden a magas gliikozmetabolizmusu teriileteken fordul el6.

KOVETKEZTETES: Eredményeink alapjan a ®Ga-jelolt HPBCD és a RAMEB igéretes PET
vektorok az emlétumorok in vivo diagnosztikajaban. Tovabba megallapitottuk, hogy a gold-
standard ['®F]FDG PET vizsgalat ['®F]JFAZA PET-tel torténd kiegészitése klinikai hozzaadott
értéket képviselhet a hipoxias tumorteriiletek pontosabb detektalasdban, mely a diagnosztika

pontossaganak novelése mellett jelentds terapids relevanciat is hordoz.
Kulcsszavak: angiogenezis, ciklodextrin, ["®F]FDG, ["F]FAZA, hipoxia, négyogyaszati

xenograftok, prosztaglandin E2 (PGE2), pozitronemisszids tomografia (PET), preklinikum,

radiofarmakon.
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ABSZTRAKT (angol)

BACKGROUND: The increasing incidence of gynaecological malignancies and their
metastases justifies early diagnosis and therefore the prompt initiation of effective therapy, as
a result of which the development and in vivo investigation of diagnostic vectors targeting
tumor-selective biomarkers has become a priority area of basic oncological research.
Considering the key role of hypoxia and prostaglandin E2 (PGE2) in tumor-associated
angiogenesis, we aimed to investigate and compare the in vivo diagnostic capability of different
tumor-specific (hypoxia - and angiogenesis-targeted) radiopharmaceuticals in preclinical

models of gynaecological tumors applying positron emission tomography (PET).

METHODS: In the first part of our research, we synthesized gallium-68 (°®Ga) isotope-
labelled, PGE2-targeting cyclodextrin-based radiotracers ([®*Ga]Ga-NODAGA-HPBCD (*3Ga-
labelled hydroxypropyl-beta-cyclodextrin) and [*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (%®Ga-labelled
random methylated beta-cyclodextrin)), and tested their biological characteristics and
diagnostic potential using in vivo dynamic and static PET imaging as well as ex vivo organ
distribution measurements on MDA-MB-HER2+ and triple negative 4T1 breast tumor
xenografts established in CB17 severely combined immunodeficient mice. In the second part
of our work, we investigated the feasibility of the hypoxia-selective ['SF]JFAZA ('3F-
fluoroazomycin arabinoside) and ['"*F]FDG (2-['®F]fluoro-2-deoxy-D-glucose) radiotracers in
the detection of tumor-associated hypoxia in P-glycoprotein negative (PgP-) A2780 and Pgp+
A2780AD ovarian tumor, and Pgp- KB-3-1 and Pgp+ KB-V-1 cervical carcinoma models using
PET. The presence of hypoxia was confirmed by in vitro radiopharmaceutical uptake

measurements and Western blotting.

RESULTS: MDA-MB-HER2+ and 4T1 tumors were identified using both [**Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD and [®®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB, however, the tracers showed tumor size
dependent different levels of accumulation in each breast tumor type. Upon analyzing the PET
images of the gynaecological tumors, no significant difference was observed between the
[8F]IFAZA uptake of the Pgp- and Pgp+ lesions. Tumor-to-background ratios recorded at
approximately the 110" minutes of dynamic measurements provided the best contrast
['8F]JFAZA PET images for the delineation of hypoxic and normoxic tumor regions. Although
all ovarian and cervical tumors showed heterogeneous uptake with both ['SF]JFAZA and
['8F]FDG, the more significant intratumoral uptake differences observed with hypoxia-specific

['8F]FAZA confirm the superior diagnostic performance of the tracer compared to [ '*F]JFDG in
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detecting hypoxia. Spatial overlaps between the ['*F]JFAZA and ['®F]FDG PET images confirm

that hypoxia predominantly occurs in areas of high glucose metabolism.

CONCLUSION: Based on our results, °Ga-labelled HPBCD and RAMEB are promising PET
vectors for the in vivo diagnostics of breast cancer. Furthermore, we concluded that the addition
of ['®F]JFAZA PET to the gold-standard ['®F]JFDG PET scan may represent a clinical added
value in the more accurate detection of hypoxic tumor areas, which besides increasing the

accuracy of diagnostics also carries significant therapeutic relevance.
Keywords: angiogenesis, cyclodextrin, ['8F]FDG, ['8F]JFAZA, hypoxia, gynaecological

xenografts, prostaglandin E2 (PGE2), positron emission tomography (PET), preclinical,

radiopharmaceutical.
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1 Bevezetés

A rosszindulati daganatos megbetegedések el6fordulasanak folyamatos ndvekedése
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 millid
Uj tumoros megbetegedést regisztraltak, mely érték 2050-re varhatéan 77%-kal, 35 milliora
emelkedik. Az eurdpai orszadgok koziil Magyarorszadg a daganatos megbetegedések statisztikai
szempontjabol kiilondsen kedvezdtlen helyen all. A GLOBOCAN (Global Cancer
Observatory) 2022-es adatai szerint Magyarorszdgon a malignus betegségek 100 000 fore jutod
éves incidencigja koriilbeliil 340, mig a halalozas kozel 140. Hazankban a daganatos
megbetegedések koziil a négydgyaszati malignus betegségek beleértve az emld-, cervix- és
ovariumtumorokat kimagaslé el6fordulasi gyakorisaggal jellemezhetdk és jelentds haladloki
tényezdt képviselnek. 2012-ben és 2017-ben az Eurdpai Unidban Magyarorszdgon regisztraltak
a legmagasabb n6i emlérak okozta haldlozast (Wojtyla és mtsai., 2021), és ez a szam jelenleg
is a legmagasabb (OECD Country Cancer Profile 2025 Hungary). A cervixtumorok 2023-ban
regisztralt évi 1251 1;j esettel és 482 halalozassal (ICO/IARC), az ovariumtumorok pedig 1012
frissen felfedezett esettel és 702 daganat miatt bekOvetkezO haldlozassal szintén magas
kockézatu helyen allnak a hazai statisztikaban (GLOBOCAN, 2022).

Figyelembe véve a kedvezOtlen adatokat, a daganatos elvaltozasok korai és pontos
felismerése kulcsfontossagli a mielébbi, hatékony terapia megkezdése érdekében. Az idében
elinditott célzott kezelés a betegek tulélési esélyeinek javitasa mellett hosszu tavon jelentOs,
kedvezd egészségligyi, tarsadalmi, valamint szocialis kovetkezményekkel is bir. A mindennapi
onkolégiai diagnosztikédban az egyik leggyakrabban alkalmazott képalkoto eljaras a kiillonb6zo
radiofarmakonokkal végzett pozitronemissziés tomografia (PET/positron emission
tomography). Ez a non-invaziv, funkcionalis leképezési technika lehet6vé teszi a primer
elvaltozasok és az attétek pontos azonositdsat, és ezaltal a terdpia szempontjabol dontd
fontossagu stddium meghatarozasat.

A daganatok kialakulasa és progresszidja egy tobblépcsds, komplex folyamat, melyben
a hipoxia és az angiogenezis, azaz az 1j erek kialakulasa kdzponti szerepet toltenek be. Az 1j
erek képzddése biztositja a daganatok megfeleld oxigén- és tdpanyagellatiasat, ezért a
neoangiogenezis elengedhetetlen a malignus elvaltozasok fennmaradasdhoz és novekedéséhez.
A tumorok mikrokdrnyezetében kialakul6 hipoxia aktivalja az érijdonképzddési folyamatokat,
igy eldsegiti a tumorok novekedését, és a metasztazisok kialakuldsat (Michiels, 2004). A

hipoxia és az angiogenezis tehat szoros kapcsolatban allo, karcinogenezis szempontjabol
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meghataroz6 tumorbiologiai tényezdok, ennélfogva a hipoxiaszelektiv, illetve az angiogenezis
biomarkereit targetalo specifikus nyomjelzok fejlesztése €s in vivo vizsgalata igéretes iranyt
képvisel az onkoldgiai diagnosztikai hatékonysag noveléseében.

Az utobbi években, az angiogén biomarkerek kdzé tartozo prosztaglandin E2 (PGE?2)
az izotopdiagnosztikai kutatdsok kdzéppontjaba kertilt. A ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim altal
termelt bioaktiv lipid szamos jelétviteli ut aktivalasa révén (Pan és mtsai., 2016; Tong és mtsai.,
2018) serkenti a tumor-asszocidlt angiogenezist, és ezaltal a tumorok életben maradasat,
igazoltak, hogy a gliikoéz alapt ciklodextrin molekulak, példdul a random metilezett béta-
ciklodextrin (RAMEB) nagy affinitassal kotddnek a PGE2-h6z (Sauer és mtsai., 2017), igy a
radioaktivan jelzett ciklodextrinek kiemelkedd vektorok lehetnek a tumoros érujdonképzdodés
non-invaziv megjelenitésében. Tovabba, az értjdonképzddés €és a hipoxia kozotti szoros
Osszefiiggés kovetkeztében a daganatokban kialakuld csokkent oxigenizacio PET-alapu
vizsgalata szintén értékes eszk0z az angiogenezis in vivo kimutatasaban. A tumoros hipoxia
detektalasara az onkologiai PET vizsgalatok sordn leggyakrabban hasznalt 2-['3F]fluoro-2-
dezoxi-gliikoz (['*F]FDQG) is alkalmazhatd, azonban tekintettel a nyomjelz6 nem specifikus
karakterére, a szoveti oxigénhidny szelektiv kimutatasara képes radiojelzett nitroimidazol (NI)-
szarmazékokkal (['*FJFAZA/'®F-jelolt fluoroazomicin arabinozid) torténd leképezés pontosabb
képet nyujt. A hipoxia/angiogenezis c€lpontu képalkotas a diagnosztikai pontossag névelésén
keresztiil eldsegiti a megfeleld terapias dontéshozatalt, melynek szerepe a betegek tulélése
szempontjabdl vitathatatlan. Tovabba, a targetspecifikus radiofarmakonok alkalmazasaval
lehetéség nyilik a karcinogenezis hatterében 4ll6 molekuldris mechanizmusok mélyebb
megértésére, mely a jovoben ujabb diagnosztikai és terapias targetek azonositdsahoz vezethet.

Mindezek alapjan, kutatasunk célja angiogenezist targetald, radioaktiv ciklodextrin-
szarmazékok és hipoxiaspecifikus radiofarmakonok in vivo diagnosztikai képességének a
tanulmanyozasa kiilonboz6 tipust experimentalis ndgyodgyaszati tumorokon PET technika

alkalmazasaval.
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2 Irodalmi attekintés

2.1 Pozitronemisszios tomografia (PET)

Az izotopdiagnosztikai molekularis képalkoto technikdk, koztiik az egyfoton-emisszios
szamitogépes metszeti képalkotas (SPECT/single-photon emission computed tomography) és a
PET lényegesen hozzajarulnak a kiilonb6z6 korélettani folyamatok korai detektalasahoz. Ezen
képalkotdé modszerek alapjat a radioaktiv nyomjelzés képezi, melynek elvét Hevesy Gyorgy
dolgozta ki, munkéssagéért 1943-ban kémiai Nobel-dijat kapott. A radioaktiv nyomjelzés
fizikai alapja - miszerint egy adott elem kiilonbdzd izotdpjai azonos kémiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek - teszi lehetévé, hogy ha egy bioldgiailag aktiv molekula valamely elemét
kicseréljiink annak radioaktiv izotopjara, akkor az az eredeti vegylilettel azonos modon vesz
részt a biologiai folyamatokban. Mindez biztositja a radioaktiv anyag szervezeten beliili
eloszlasanak, illetve az altala megjelenitett fiziologias és patofizioldgias folyamatoknak az in
vivo monitorozasat a kibocsatott sugarzas megfelelé technikdval (SPECT, PET) torténd
detektalasa révén.

Napjainkban az izotdpdiagnosztikai modalitdsok koziil a PET tekinthetd az onkologiai
diagnosztika gold-standard moddszerének. A PET egy non-invaziv, emisszios detektalason
alapuld funkcionalis képalkotod eljards, mely alkalmas a szervezetben torténd élettani és
patologias bioldgiai folyamatok megjelenitésére (pl.: anyagcsere, vérellatds, hipoxia). A
hagyomanyos radiologiai vizsgalomodszerekkel (ultrahang (UH), rontgen (rtg), szamitogépes
metszeti  képalkotds (CT/computed tomography), maégnesesrezonancia képalkotas
(MRI/magnetic resonance imaging)) szemben a technika o6ridsi elénye, hogy a patologias
folyamatokat idejekoran, a morfologiai, anatomiai valtozdsok megjelenése elott képes
detektalni.

A PET leképezés soran pozitronsugarzo izotdppal jelzett targetdld molekulat,
ugynevezett radiofarmakont, radiogydgyszert vagy mas néven nyomjelzot juttatnak az emberi
szervezetbe (1. abra). Az emisszids képalkotds az annihilacid jelenségén alapul. A
pozitronsugarzd izotdp bomlasakor keletkezd pozitron elektronnal torténd taldlkozasa
annihilaciot eredményez, melynek soran kettd, egymassal 180°-ban ellentétes iranyban emittalt,
azonos energigju (0,511 MeV) vy-foton keletkezik (Pettinato és mtsai., 2006). A PET
berendezésben egymassal szemben 1évé detektorparok a y-fotonok koincidens detektaldsa
révén rogzitik az annihilacios eseményeket. Ugyanazon idd- és energiaablakon beliil érzékelt
fotonparok jol definidlhaté egyeneseket (line of response) hatdroznak meg, melyek mentén az

annihildci6 megvalosult. Az egyenesek metszéspontjainak rekonstrukcidja lehetdvé teszi a
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radiotrészer térbeli eloszldsanak meghatarozasat (Lewellen, 2010). Mivel a nyomjelzok
szelektiv affinitast mutatnak a vizsgalt molekularis célpontokhoz, a targetmolekulat nagyobb
mennyiségben tartalmazo szervekben/szovetekben emelkedett jelintenzitas lathato. Attol
fliggben, hogy az injektalt nyomjelzé milyen biokémiai és molekularis folyamatokban vesz
részt, a PET technika alkalmas a szervek és a szovetek funkciondlis allapotdnak in vivo

jellemzésére.

Radiofarmakon

Detektor

(511 keV)

1. abra A pozitronemisszios tomografia (PET) képalkotas miikodési elve (Gabriel
Gonzalez-Escamilla; https://multimodalneuroimaging. wordpress.com/2015/04/28/c-positron-

emission-tomography/)

A PET diagnosztikdban leggyakrabban alkalmazott radionuklidokat az 1. tablazat

szemlélteti.
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1. Tablazat A PET diagnosztikaban leggyakrabban alkalmazott radioizotopok jele, felezési

ideje és a szintézishez sziikséges berendezés

Radioaktiv izotop Felezési id6 (perc) Eloallitas
150 2,5 ciklotron

BN 9.9 ciklotron

e 20,4 ciklotron

18F 109,7 ciklotron

2Cu 9,74 generator

%4Cu 764.,4 ciklotron

8Ga 67,71 generator

82Rb 1,25 generator

1241 6019,2 ciklotron

HC: szén-11 izotop, Cu: réz-62 izotop, *Cu: réz-64 izotop, '°F: fluor-18 izotép, *Ga:
gallium-68 izotdp, *I: jod-124 izotép, '>N: nitrogén-13 izotép, PET: pozitronemisszios

tomogrdfia; *’Rb: rubidium-82 izotdp, 1> O: oxigén-15 izotdp.

Azizotopok elballitasa ciklotronnal vagy generatorral torténik. Jelenleg a fluor-18 ('8F)-
jelzési molekuldk szallitdisa megoldott, igy a ciklotronnal nem rendelkez6 PET
laboratoriumokban generator hidnyaban is van lehetdség PET vizsgalatok végzésére. Fontos
hangsulyozni azonban, hogy az izotop relative rovid felezési ideje miatt (T12= 109,7 perc) a
szallitas is csak korlatozott tavolsdgon beliil kivitelezhetd. A ciklotronnal torténd izotopgyartas
magas koltségei és jelentds infrastrukturalis hattere miatt azonban széles kdrben nem elérhetd.
A ciklotron berendezéssel nem felszerelt kdzpontokban gyakran radionuklid-generatorokat
alkalmaznak a PET radiofarmakonok szintéziséhez sziikséges pozitronsugdrz6 izotdpok
eldallitasara. A generator egy zart rendszer, melyben egy hosszabb felezési idejli anyaizotop
bomlasakor keletkezd rovidebb felezési idejii lednyizotop bizonyos 1d6kozonként kinyerhetd
(elualhato), ezaltal gazdasagos lehetdséget biztosit a PET nyomjelzék helyben torténd
eldallitasara (Dash és Chakravarty, 2019).

Az utdbbi években a gallium-68 (°®Ga) izotoppal torténd radiojelzés egyre elterjedtebb
(Szabé és mitsai., 2023), melynek el8allitisahoz Germanium-68/Gallium-68 (®3Ge/%®Ga)

generator sziikséges. Az anyaelem (®3Ge) hosszu felezési ideje (T12 = 270 nap) alacsony
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koltségli 8Ge/*®Ga generatorok alkalmazasara ad lehetOséget. Az elényos fizikai és bomlasi
karakterisztikanak (T, = 67,71 perc, EB g = 830 KeV, Ef'max = 1,92 MeV), illetve gyors
kitiriilésnek koszonhetéen a %8Ga tokéletesen alkalmas PET diagnosztikai felhasznalasra, és
szamos képalkotasban hasznalt peptid radiojelolésére, igy Osszességében potencialis
alternativdja az altalanosan hasznalt radioizotopoknak (Breeman és mtsai., 2011).

Az onkolodgiai PET diagnosztikdban szdmos radiogyodgyszer all rendelkezésre. A
Az eloébbiek a malignus elvaltozasokra jellemzd intenziv metabolikus aktivitast (pl.:
megnovekedett gliikdz-, lipid- és aminosav-anyagcsere) €s proliferaciot jelenitik meg, mig a
specifikus trészerek egyedi molekuldris targetekhez kotddnek (pl.: receptorok, antigén) a
tumorokon. (Garai és Varga, 2018)

A mindennapi onkologiai diagnosztikdban a legaltalanosabban hasznalt radiofarmakon
az ["®F]JFDG. A radiojelzett gliikozmolekulaval végzett PET leképezés lehetdvé teszi a
kiilonbozé  szovetek/szervek gliikozanyageseréjének in  vivo vizsgalatat. A jeldletlen
gliikkozmolekuldhoz hasonloan az ['®F]FDG is a GLUT1 és a GLUT3 gliikdztranszportereken
keresztiil jut be a sejtekbe. A radiofarmakont a hexokinaz-11 (HK2) enzim foszforildja, azonban
szemben a normal cukormolekulaval a foszforilaciot kovetéen az ['*F]JFDG nem vesz részt
tovabbi biokémiai atalakuldsban, hanem a sejtekben felhalmozodik, mely PET képalkotést tesz
lehetové (Garai és Varga, 2018). A daganatos sejtek tobbsége fokozott gliikozmetabolizmust
mutat, ami az egészséges sejtekkel 0sszehasonlitva magasabb trészerfelvételt okoz, ezért az
['8F]FDG PET alkalmas szamos malignus 16zi6 detektalasara, illetve progresszidjanak nyomon
kovetésére. Fontos megemliteni, hogy tobb tumortipus, példaul vese-, maj- vagy
petefészektumorok alacsony ['|FJFDG aviditast mutat, igy vizsgalatukra a radiojelolt
cukormolekula nem megfeleld. Tovabba néhany szerv, koztik az agy, a sziv, a vesék ¢€s a
higyholyag fiziologiasan is magas ['|FJFDG-felvétellel abrazolodik, ezért ezen szervek
vonatkozasaban az ['®FJFDG PET képalkotds nem specifikus. Ezen feliil gyulladdsos és
fert6zéses folyamatokban is emelkedett ['*F]JFDG halmozast tapasztalhatunk, ami fals pozitiv
malignitas gyanujat keltheti. Mindezeket figyelembe véve, megallapithatd, hogy egyre nagyobb
az igény olyan szelektiv radiofarmakonok létrehozasara, melyek a malignus elvaltozasok

specifikus detektalasara képesek.
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2.1.1 PET a preklinikumban

A preklinikai PET képalkotds lehetdséget teremt az Ujonnan létrehozott,
tumorspecifikus nyomjelzék experimentélis tumormodelleken torténd in vivo biologiai
karakterizalasara. Segitségével tanulmanyozhat6 az adott molekula farmakokinetikaja, in vivo
biodisztribcidja, valamint tumortargetdld képessége laboratoriumi allatokban (pl.: egér,
patkany, nyul, majom) létrehozott tumorokon. A kisérleti allatok kis mérete miatt a human
diagnosztikdban hasznalt PET kamera nem ny0jt optimalis felbontasu képeket, ezért a
preklinikumban alkalmazott késziilékek méretben kisebbek, de felépitésiiket tekintve a human
berendezésekkel azonosak. A human PET késziilékekhez hasonldan a technika segitségével
megvalodsithatd a kisallatokban végbemend biokémiai folyamatok megjelenitése. Az eljaras
non-invaziv jellegének kdszonhetden lehetséges egy adott radiofarmakon ugyanazon kisérleti
allat felhasznaldsaval torténd in vivo eloszlasanak ismételt vizsgalata, mely jelentdsen csokkenti
az egyedek kozotti variabilitast. Tovabba, ez kevesebb kisérleti alany felhasznaldsat is
eredményezi, mely nemcsak koltséghatékonysag szempontjabol kedvezd, hanem 6sszhangban
van a kisérletekhez hasznalt modellallatok szamanak csokkentésére iranyuld kutatasi
gyakorlattal (,, Az dallatok védelmérol és kiméletérol” szold 1998. évi XXVIII. torvény, illetve
az allatkisérletekrdl sz616 40/2013. (I1. 14.) kormanyrendelet).

AzUjonnan létrehozott radiogyogyszerekkel végzett preklinikai vizsgalatok kiemelkedd
szerepet toltenek be a gyogyszerfejlesztés folyamataban. Ugyan a tudoméanyos eredmények
jelentds transzlacids potenciallal birnak, tovabbra is nyitott kérdés, hogy a preklinikai
eredmények milyen mértékben extrapolalhatok a human diagnosztikdba. Ez felveti az
eredmények koriiltekintd értékelésének, illetve az experimentalis PET kutatdsok kiilonb6zo
fajokon torténd kivitelezésének sziikségességét. Bar a magas eszkozigény és koltségek
eredményeképp a kisdllat PET napjainkban csak kevés intézetben elérhetd, kimagaslo
érzékenysége ¢s diagnosztikai értéke miatt egyre nagyobb érdeklddés Gvezi a bioldgia, a

gyogyszerészeti tudomanyok é€s a biotechnologia teriiletén.

2.2 Daganatok novekedése, angiogenezis

A tumorok névekedéséhez, progresszidjahoz €s az attétek kialakulasdhoz a megfeleld
tapanyag- és oxigénellatds kulcsfontossdgi. A tumorok kezdetben nem rendelkeznek sajat
vaszkulatiraval, hanem a kornyezetiikbdl diffuzié utjan nyerik a fennmaradasukhoz sziikséges
tapanyagokat és oxigént. Egy bizonyos méret elérését kovetden azonban a tumorsejtek mar nem

képesek diffuzido révén fedezni a fennmaraddsukhoz sziikséges perfizios €s metabolikus
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igényliket, ezért tulélésiikhoz 1) erek képzddése valik sziikségessé. Ilyenkor, az alacsony
oxigénszintek, hipoxia mellett aktivalodik a hipoxia indukalt faktor 1 (HIF 1/hypoxia inducible
factor), mely elinditja az angiogenezis, azaz az érujdonképzodés folyamatat (Rezvani és mtsai.,
2011). A HIF1 HIFla és HIF1B alegységekbdl épiil fel (Rezvani és mtsai., 2011). A HIF1p
normal oxigénellatottsdgl sejtekben permanensen jelen van, mig ezzel szemben a HIFla
kizarolag hipoxias sejtekben expresszalodik, ugyanis oxigén jelenlétében a HIFla prolil
hidroxilaz enzim 4ltal hidroxilalodik (Rezvani és mtsai., 2011). Hipoxids koriilmények kozott,
példaul daganatos sejtekben, a prolil hidroxildz aktivitdsa csokken, mely a HIFla
stabilizacigjahoz és felhalmozdodasdhoz vezet. A stabilizdlodas utan a HIFla a sejtmagba
transzlokalddik, ahol heterodimert képez a HIFIB-val, majd a célgének hipoxia-valasz
eleméhez (HRE/hypoxia-response element) kotodve szamos, angiogenezisben kulcsfontossagu
gén transzkripciojat stimuldlja, tobbek kozott a vaszkularis endotelialis novekedési faktor
(VEGF/vascular endothelial growth factor), a trombocita eredeti ndvekedési faktor
(PDGF/platelet-derived growth factor), vagy a tumor nekrézis faktor-a (TNF-o/tumor necrosis
factor-a) (Carmeliet, 2000; Simons, 2005; Wenger ¢és mtsai., 2005). Ezen folyamatok a
bazalmembran és az extracellularis matrix lebontasara képes proteazok termelésére serkentik
az endotélsejteket, ezéltal elosegitve extravazacidjukat és proliferaciojukat, ami végsd soron 1j,
azonban instabil kiserek létrejottét eredményezi (Nussenbaum és Herman, 2010). A hipoxia
kialakulasa tehat az angiogenezis legfobb mozgatorugdja. Alacsony oxigenizacié mellett az
érképzést segitd (proangiogén) és gatld (antiangiogén) szabalyozo faktorok kozotti fiziologias
egyensuly felborul, és tulsulyba keriilnek a proangiogén faktorok, megtorténik az tigynevezett
angiogén atkapcsolas, azaz az ,,angiogenic switch” (Ribatti és mtsai., 2007). Mindez eldsegiti
a tumorok autoném vaszkularis halozatanak kialakulasat, biztositva az életben maradas, a
novekedés €s a szervezeten beliili terjedés feltételeit.

A tumoros érijdonképzddés soran Gjonnan kifejlédott erek szdmos specifikus receptort
¢és sejtfelszini molekulat kifejeznek, melyek igéretes biomarkerek lehetnek a malignus
elvaltozasok ¢és attéteik szelektiv kimutatdsaban, illetve célzott terapidjaban. Ezen
biomolekulakat célzé diagnosztikai és terapias probak segitségével lehetové valik a daganatok
korai, pontos detektalasa, ¢és ezaltal a hatékony kezelés mielébbi megkezdése, mely
végeredményben hozzédjarulhat a személyre szabott onkoldgiai diagnosztika és terapia

alapjainak megteremtéséhez.
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2.2.1 Az angiogenezis tipusai

Az angiogenezis folyamata tobbféle mechanizmuson keresztiil is megvalosulhat.
Megkiilonboztetiink bimbdzd angiogenezist, posztnatdlis angiogenezist, intuszuszceptiv
angiogenezist, glomeruloid angiogenezist, illetve vaszkulogén mimikri és érbekebelezés révén
megvalosulo angiogenezist. A bimbozo angiogenezis, vagy mas néven daganat altal gerjesztett
angiogenezis a tumor-asszocialt érajdonképzddés leggyakoribb forméja (Carmeliet és Jane,
2011). Ennek folyaman a tumorsejtek kiilonbozd citokineket termelnek, példaul VEGF-t,
PDGF-t és hepatocita novekedési faktort (HGF/hepatocyte growth factor), melyek beinditjdk a
jelen 1évo endotélsejtek bimbozasat. Az endotélsejtek morfologidja megvaltozik, megnytlnak,
aktivalédik a sejten beliili kommunikacido ¢€s belépnek a sejtciklusba. A posztnatalis
angiogenezis soran a tumorsejtek altal szekretalt citokinek hatisara csontvel6bdl szarmazéd
endotélprogenitor-sejtek keriilnek a periférids véraramba, melyek a tumor mikrokdrnyezetében
érett endotélsejtekké alakulnak. Az intuszuszceptiv vagy hasadasos érujdonképzddés folyaman
ameglévo vérér gyakorlatilag kettéosztodik. A glomeruloid angiogenezis soran a daganatokban
a vese glomerulusaihoz hasonlo, rendezetlen érhalozatok alakulnak ki. Ez az értijdonképzddési
forma leginkdbb agressziv agydaganatokra példaul glioblasztomakra vagy tiidétumorokra
jellemzd. A vaszkulogén mimikri a tumor-asszocialt érképzés sajatos formaja. Ebben az esetben
a tumorok malignus sejtekbdl felépiild csatornakat bocsatanak az erekhez, melyek segitségével
kapcsolatot 1étesitenek az érhaldzattal. Az érbekebelezés mechanizmusaval torténd
érijdonképzddéskor nem alakulnak ki 0j véredények, hanem a tumorok a rendelkezésre allo
vaszkulatirat hasznaljak sajat tapanyag- ¢és oxigénellatdsuk garantaldsa céljabol.
Erbekebelezéssel elsdsorban gazdag érhalozath teriileteken kialakuld tumorok (pl.: bér, tiidé)

esetében talalkozhatunk.

2.2.2 Az angiogenezisben részt vevo legfontosabb molekularis markerek

Az angiogenezis szabalyozéasadban szdmos molekularis faktor vesz részt, melyeket

részletesen az alabbiakban ismertetek.

2.2.2.1 Szolubilis szabalyozo faktorok
2.2.2.1.1 Vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF)

A VEGF-ok kiemelkedd szerepet toltenek be az érujdonképzddés folyamatdban. A
VEGF-ok koziil a VEGF-A a legjobban karakterizalt és a leginkabb tanulméanyozott (Otrock és
mtsai., 2007). A VEGF egy tumorok altal szekretalt citokin, mely alapvetd jelentdségli mind a
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normal, fiziologias, mind pedig a tumor-asszocialt angiogenezis folyamataban (Rini, 2005). A
VEGF-A sejtfelszini, transzmembrén, tirozin-kindz receptorokon keresztiill érvényesiti
biologiai hatédsait; a vaszkularis endotelialis novekedési faktor receptor-1 (VEGFR-1) és a
vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor receptor-2 (VEGFR-2) a vaszkularis endotélsejteken,
mig a neuropilin receptorok (NP-1, NP-2) az idegsejteken és a vaszkularis endotéliumban
fejez6dnek ki (Dvorak, 2002). Korabbi adatok alapjan a 2-es tipusi VEGFR a VEGF-A
proangiogén hatasainak a legfébb kozvetitdje (Ferrara és mtsai., 2003). Receptoraktivaciot
kovetden a VEGF-A kiilonbozd jelatviteli utak aktivalasan keresztiil indukalja tobbek kozott az
endotélsejtek proliferacidjat, a nitrogén-monoxid medialta vazodilataciot, illetve a
hematopoetikus Ossejtek csontveldi mobilizacidjat (Hood és mtsai., 1998; Ferrara és mtsai.,
2003). A VEGF-A tobb, angiogenezishez kapcsolhaté folyamatban részt vesz, példaul a
sebgyogyulasban, az ovulacidban, a vérnyomds fenntartdsdban, a menstruacidban ¢és a
terhességben (Brown és mtsai.,, 1992). Tovabba, a VEGF-A valamennyi human szolid
tumorban ¢és néhany hematologiai rosszindulati megbetegedésben is kifejezodik (Ferrara és
mtsai., 2003).

A VEGF-B a VEGF csalad maésik fontos képviseldje. Néhany korabbi kutatasban
beszamoltak a VEGF-B angiogén mechanizmusokban valo részvételérél (Mould és mtsai.,
2003; Silvestre és mtsai., 2003), azonban pontos in vivo szerepe egyeldre nem ismert (Otrock
¢s mtsai., 2007).

A VEGF-C, VEGF-D ¢és VEGF-E tovabbi fontos citokinek, melyek szintén hatékonyan
aktivaljak az érujdonképzdédést (Cao és mtsai., 1998; Marconcini €s mtsai., 1999; Meyer és

mtsai., 1999).

2.2.2.1.2 Angiopoietinek (Ang 1 és Ang 2)

Az angiopoietinek (Ang 1 és Ang 2) és a Tie receptorok fontos szerepet toltenek be az
erek fenntartdsaban, novekedésében és stabilizacidjaban (Carmeliet, 2003; Otrock és mtsai.,
2007). A Tie receptorok (Tiel és Tie2) a VEGFR-okhoz hasonld expressziés mintazatot
mutatnak (Yancopoulos és mtsai., 1998). Magas Tiel mRNS expressziot azonositottak az
embriondlis vaszkularis endotéliumban, az angioblasztokban, az endokardiumban, és a
pulmonalis kapillarisokban, mig alacsony kifejezddést detektaltak a felnétt endokardiumban
(Korhonen és mtsai., 1994). A Tie2 mRNS hasonlé embrionalis kifejezodést mutat a Tiel

mRNS-el (Dumont és mtsai., 1994).
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Korabbi adatok igazoljak, hogy az angiopoietinek a Tie2 receptorhoz kdtédnek (Otrock
és mtsai.,, 2007). Az Angl a leginkdbb tanulmanyozott angiopoietin, mRNS-e a 9-11.
embrionalis napokon kimutathatd a szivizomban, majd a vérereket koriilvevd mezenhimaban
(Davis és mtsai., 1996). Az Ang2 szigetszerli expressziot mutat, és kifejezddik a dorzalis
aortdban, mig felndttkorban kizardlag a vaszkularis remodellacio teriiletein fordul eld

(Maisonpierre és mtsai., 1997).

2.2.2.1.3 Fibroblaszt novekedési faktor (FGF)
A savas ¢€s bazikus fibroblaszt ndvekedési faktorok (aFGF és bFGF/acidic fibroblast

growth factor €s basic fibroblast growth factor) heparink6td fehérje mitogének, melyek szintén
kiemelkedd szerepet jatszanak az érujdonképzddés folyamatdban (Thomas, 1987). Az FGF-ek
a targetsejtek felszinén taldlhatdé nagy affinitdsu tirozin-kindz FGF receptorokhoz
(FGFR/fibroblast growth factor receptor) kotodve fejtik ki bioldgiai hatdsaikat (Otrock és
mtsai., 2007). Az angiogén tulajdonsdgi FGF-ek (FGF1, FGF2, FGF4) FGFR1 vagy FGFR2
receptorok aktivaciojan keresztiil endotélsejt proliferaciot indukalnak (Cross, 2001). Ezen feliil
az FGF-ek fokozzdk az urokinaz tipusi plazminogén aktivator (uPA/urokinase-type
plasminogen activator) és a matrix metalloproteindzok (MMP/matrix metalloproteinase)
szintézisét az endotélsejtekben, illetve moduldljdk az uPA receptorok expressziojat az
endotélsejtek felszinén, amivel hozzdjarulnak az angiogenezis elsé fazisaiban végbemend

extracellularis matrix degradaciohoz (Mignatti és Rifkin, 2000; Otrock és mtsai., 2007)

2.2.2.1.4 Transzformalé novekedési faktor-p (TGF-f)
A transzformald novekedési faktor-f fehérjék (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3/transforming

growth factor-f1, B2, P3) egy evolicidos szempontbdl igen konzervalt citokincsaladot
képviselnek, szerkezetiik és funkciojuk az evoluci6 alatt szinte alig véaltozott (Massague, 1990).
A fehérjék prototipusa a TGF-B1 (Massague, 1990). A TGF-B fehérjék Il-es tipusu
receptorokon keresztiil proangiogén és antiangiogén hatasokat egyarant kifejthetnek (Otrock és
mtsai., 2007, van den Driesche és mtsai., 2003). Alacsony dézisban a TGF-B1 fokozza az
angiogén faktorok ¢€s a proteinazok termelését, mellyel hozzajarul az angiogén atkapcsolashoz,
mig magas dozisokban gatolja az endotélsejtek ndvekedését, eldsegiti a bazalmembran
ujraképzodését, valamint aktivalja a simaizomsejtek differencidlodasat ¢és toborzasat

(Carmeliet, 2003).
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2.2.2.1.5 Vérlemezke eredetii novekedési faktor (PDGF)

A PDGF-t eldszor trombocitakbol izolaltak, majd fibroblasztokban, asztrocitakban,
keratinocitakban, epitélsejtekben és egyéb sejttipusokban is azonositottak (Heldin, 1999;
Otrock és mtsai., 2007). A PDGF A ¢és B lancokbol felépiildé homodimer (PDGF-AA vagy
PDGF-BB) vagy heterodimer (PDGF-AB) forméjaban fordul eld (Otrock és mtsai., 2007).
Ugyan a PDGF angiogenezisben betoltott szerepe nem teljesen tisztazott, in vitro és in vivo
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy részt vesz az érképzédés folyamataban. A PDGF
kifejezik a PDGF-f receptort (Edelberg €s mtsai., 1998; Heldin, 1999). Tovabba, korabbi
eredmények igazoltdk a PDGF szerepét a tumorpericitak toborzasaban, és ezaltal a kapillarisok
kialakulasaban, mely in vivo is alatdmasztja az angiogenezis folyamatdban valo részvételét

(Betsholtz, 2004).

2.2.2.2 Membran kotott szabalyozo faktorok
2.2.2.2.1 ayf3 Integrin

Az integrin a,f3 egy transzmembran fehérje, mely egymashoz kapcsolodo alfa és béta
glikoprotein alegységekbdl all. Az integrinek meghatdrozd szerepet toltenek be az
érijdonkeépzddés folyamataban, €s ezaltal a tumorok lokalis ndvekedésében, illetve az attétek
kialakulasaban (Wilder, 2002). Alegységei segitségével a fehérje szamos sejtalkotéhoz képes
kotddni, tobbek kozott oldékony ligandokhoz, kiilonb6zd sejtfelszini molekuldkhoz, valamint
az extracellularis matrix komponenseihez (Eble és Haier, 2006). A sejtalkotokkal 1étrejott
kotédést kovetden a receptor a sejtben kiilonféle anyagcserével kapcsolatos, sejtadhézios,
sejtproliferacios és antiapoptotikus folyamatokat indit el (Kumar, 2003).

A tumorsejtek, illetve a vérerek nagy szamban fejezik ki az integrineket, igy megfeleld
targetpontok lehetnek a tumordiagnoszika szdmara is (Liu és mtsai., 2008.). Az Arg-Gly-Asp
(Arginin-Glicin-Aszpartat/RGD), illetve az RGD szekvenciat tartalmazé molekuldk képesek
szelektiv kapcsolatot 1étrehozni az integrinreceptorokkal, ennélfogva, a radioaktiv izotopokkal
jelolt RGD molekuldk alkalmasak az integrin pozitiv malignus elvaltozasok azonositasara,

ezaltal tumordiagnosztikéara (Chen és mtsai., 2016).

2.2.2.2.2 Efrin-B2

Az efrin receptorok és ligandjaik fontos szerepet tdltenek be a vérerek fejlédésében

(Otrock és mtsai., 2007). Az efrin-B2 és receptora (Efrin receptor B4/EPH B4) példaul az
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artérias és vénas hatarfeliileteken lokalizal6dik a primer kapilléris plexus kialakulésat kovetden,

azonban még annak angiogenezis altal medialt atépiilése elott (Wang és mtsai., 1998).

2.2.2.2.3 Vaszkularis endotelialis kadherin (VE-kadherin)

A vaszkuléris endotelidlis kadherin (VE-kadherin) szintén fontos szerepet tolt be az
érajdonképzddés folyamataban. A VE-cadherin egy transzmembran doménbdl, egy
citoplazmatikus farokrészbdl és egy Ot kalmodulinegységet tartalmazd extracellularis
doménbdl 4ll (Nollet és mtsai., 2000). Az €rintegritas fenntartdsa szempontjabol meghatarozé
endotélsejtek kozotti adhézi6 VE-kadherinbdl 4ll (Giannotta és mitsai., 2013). Az
endotéladhézid eldsegitése mellett, a VE-kadherin a regeneracidban, a vaszkulogenezisben, az
angiogenezisben, a gyulladdsban és a tumorprogresszioban is aktivan részt vesz (Viallard és

Larrivée, 2017).

2.2.2.3 Plazminogén aktivator/Plazmin rendszer (PA/plazmin)

A Plazminogén aktivator/Plazmin rendszer (PA/plazmin) zimogén plazminogénbdl,
plazminbdl, szdveti tipust plazminogén aktivatorbol (tPA/tissue-type plasminogen activator),
uPA-bol, plazminreceptorokbol, plazminogén receptorokbol, plazmin inhibitorbol ¢és
plazminogén inhibitorbol all. A plazmin egy széles spektrumu protedz, mely szamos
extracellularis fehérjét hidrolizal, koztiik a fibrint (Otrock €s mtsai., 2007). Az uPA és a tPA
olyan szerin protedzok, melyek a plazminogént aktivaljak (Otrock és mtsai., 2007). Szamos
korabbi in vitro és in vivo Kkisérlet bizonyitotta a PA/plazmin rendszer részvételét az
angiogenezis folyamataban (Bajou és mtsai., 1998; Carmeliet és Collen, 2000). Az 1-es tipusu
plazminogén aktivéator inhibitor (PAI-1/plasminogen activator inhibitor-1) példaul kézponti
szerepet tolt be a tumorinvazio, az attétképzddés, illetve a tumor-asszocialt érijdonképzdédés
szabalyozéasdban (Chorostowska-Wynimko és mtsai., 2004). Tovabba, kutatasi eredmények
beszamolnak arrdl, hogy az angiogenezist elsddlegesen indukéld hipoxia fokozza az urokinaz
tipust plazminogén aktivator receptor és a PAI-1 termelését az endotélsejtekben (Kroon és

mtsai., 2000; Uchiyama és mtsai., 2000).

2.2.2.4. Matrix metalloproteinazok (MMP)

A bazalmembran lebontésa nélkiilozhetetlen az 11j erek kialakulasahoz (Otrock és mtsai.,
2007). A MMP-k olyan enzimek, melyek az extracelluldris matrix atalakitasaban ¢és

atépitésében vesznek részt. A MMP-k két alapvetd csoportjat kiilonboztetjiik meg: szekretalt
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MMP-k és membranhoz kotott MMP-k (MT-MMP/membrane-type matrix metalloproteinase)
(Pepper, 2001). A szekretalt MMP-k csoportjdba tartoznak tobbek kozott a kollagenazok,
nevezetesen a MMP-1, MMP-8 és a MMP-13, a stromelizinek (MMP-3, MMP-10, MMP-11),
¢s a zselatinazok, ugy mint a zselatinaz A/MMP-2 és a zselatinaz B/MMP-9 (Pepper, 2001). A
MT-MMP-k koziil emlitendé a MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP ¢és a MT4-MMP (Pepper,
2001; Otrock és mtsai., 2007). Fiziologias koriilmények kozott a MMP-ket alacsony szoveti
expresszio jellemzi, ugyanakkor szdveti atépiilés soran, példaul sebgyogyulds, vagy
tumorképzddés esetén, rovid idon beliil nagy mennyiségben képesek kifejez6dni. A MMP-k
expressziojat tobb hormon ¢és citokin is aktivalhatja, példaul az epidermalis ndvekedési faktor
(EGF/epidermal growth factor), a HGF, a FGF, a VEGF, a PDGF vagy a TGF-f.

Kordbbi eredmények alapjan a MMP-k szamos, angiogenezishez kapcsolodod
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kapillarisstruktarak kialakuldsat (Langlois és mtsai., 2004), illetve a tumorképzddéshez

sziikséges angiogén atkapcsolast (Bergers és mtsai., 2000).

2.2.2.5 Aminopeptidaz N/CD13 (APN/CD13)
Az aminopeptidaz N (APN), CD13, egy erésen glikozilalt, Zn**-dependens, membranhoz

kotott metalloprotedz, ami kulcsszerepet tolt be az angiogenezis szabalyozasaban. A receptor
hét doménbdl all, melyet 967 aminosav alkot (Luan és Xu, 2007). Az I-es domén a
citoplazmatikus rész, a Il-es domén egy transzmembran szakasz, a III-VII-es domének
extracellularisan helyezkednek el (Luan és Xu, 2007). Az V-0s és a VI-os domének feleldsek
az aktivalodasért, hiszen a Zn?>"-kotéhely ezeken a doméneken talalhatd (Luan és Xu, 2007).
Az extracellularis matrix fehérjéinek degradacioja, proangiogén és antiangiogén fehérjek
termelésének fokozasa, illetve kiillonb6z6 szignaltranszdukcios utak aktivalasa révén
kapcsolddik be az angiogenezis folyamataba (Mina-Osorio, 2008).

Szamos daganattipus esetében - beleértve a melanoma malignumot, a prosztata-, tiido-,
emlo- és petefészektumorokat - a receptor fokozott expresszioja figyelheté meg (Guzman-
Rojas ¢és mtsai., 2012; Wickstrom és mtsai., 2011). Az APN/CDI13 expresszi6 szintje pozitiv
korrelaciét mutat a daganatok malignitdsinak mértékével és agresszivitdsaval. Ennek
megfelelden az APN/CD13 meghatdroz6 biomarkernek tekinthetd, mely nemcsak
diagnosztikai, hanem terapids célpontként is igéretes lehetdségeket hordoz. Az APN/CDI13
specifikus ligandjaként ismert az Asn-Gly-Arg (aszparagin-glicin-arginin, NGR) tripeptid,
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amely nagy affinitassal és szelektivitassal kotddik a receptorhoz (Pasqualini és mtsai., 2000).
Kovetkezésképp az NGR tripeptid szekvenciat hordoz6é molekuldk radiojelzett szarmazékai
lehetdséget teremtenek az APN/CD13 pozitiv tumorok és metasztazisaik izotopdiagnosztikai

modalitassal torténo azonositasara, valamint célzott kezelésére.

2.2.2.6 Prosztaglandin E2 (PGE2)
A PGE2 egy bioaktiv lipid, mely ciklooxigendz (COX) enzimek altal arachidonsavbol

keletkezik (Tong és mtsai., 2018). A COX enzimeknek két izotipusa ismert, a ciklooxigenaz-1
(COX-1) és a COX-2 (Tong és mtsai.,, 2018). A legtobb szovetben konstitutiv. modon
expresszalodo COX-1 a bazalis PGE szint fenntartasaért felelds, mely a szovetek
homeosztazisdnak biztositasahoz elengedhetetlen (Chen és Smyth, 2011; Wang és Dubois,
2010). Ennek megfelelden a COX-1 termelte PGE2 fontos szerepet tolt be szamos fiziologias
folyamatban, példaul a vérnyomas vagy a termékenység szabalyozasaban. A COX-1 enzimmel
ellentétben, a COX-2 fizioldgias koriilmények kozott a legtobb szovetben nem, vagy csak
kismértékben mutathat6 ki, azonban erdsen indukélhatd, ezért gyulladasos stimulusok hatasara
gyorsan, fokozott mértékben képes expresszalodni (Tong és mtsai., 2018). Kdvetkezésképp, a
COX-2 enzim 4altal termelt PGE2 részt vesz tobbek kozott a gyulladdsos folyamatokban,
valamint a sebgydgyuldsban, melynek soran serkenti az 0j vérerek és nyirokerek képzddését.
Fontos megemliteni azonban, hogy a PGE2 nemcsak a gyulladdshoz tarsuld angiogenezist
serkenti, hanem kozponti szerepet tolt be a tumor-asszocialt érajdonképzddés szabalyozasaban
is (Wang és Dubois, 2006). Korabbi tanulméanyok szoros Osszefiiggést mutattak ki a COX-2
medialt PGE2 termelés, valamint a tumorképzddés és tumorndvekedés kozott (Sandler es
Dubinett, 2004; Wang ¢és Dubois, 2006). A PGE2 szerepe a tumorprogressziéban komplex,
hatasat tobb jelatviteli utvonal aktivalasan keresztiil fejti ki. Serkenté G fehérjéhez kapcsolt
prosztaglandin receptorokhoz torténd kotddését kovetden (EP1-EP4), a PGE2 kiilonbozd
tumor-asszocialt intracellularis jelatviteli utat inicidl, melyek koziil els6sorban kiemelendd az
epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR/epidermal growth factor receptor) stimulacioja,
a protein-kindz C (PKC) altal szabéalyozott extracelluldris jel-szabalyozott kindz
(ERK/extracellular signal-regulated kinase) foszforilacidja, és a G-fehérje-fliggd B-katenin
aktivacioja (Madrigal-Martinez és mtsai., 2018; Pan ¢és mtsai., 2016; Tong ¢és mtsai., 2018;
Wang és Dubois, 2006; Wu és mtsai., 2010). Ezen molekularis mechanizmusok aktivalasa

révén a PGE2 hozzdjarul a tumor-asszocidlt angiogenezis indukcidjdhoz, eldsegiti a

s
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(Wang ¢és Dubois, 2006). Mindezek mellett a PGE2 medialta tumorproliferaciéo és az
apoptozisgatlas szintén a tumorok fennmaradésat és ndvekedését szolgéalja (Wang €s Dubois,
2006).

A fentiekkel Osszhangban, szamos korabbi preklinikai tanulmany is beszdmolt arrdl,
hogy a COX-2 fokozott aktivitdsa emelkedett PGE2 szintet eredményez, ami tobb
mechanizmuson keresztlil hozzdjarul az emldérak progresszidjahoz, noveli a tumorsejtek
invazivitasat, valamint eldsegiti a tumor-asszocialt angiogenezist (Rozic és mtsai., 2001; Xu és
mtsai., 2014). Tovabba, Ma és munkatarsai mérsékeltebb tumorndvekedést észleltek EP2
knock-out egerekben a vad tipusu allatokhoz képest, ami szintén aldtdmasztja a COX-
2/EP/PGE2 utvonal tumorigenezisben betoltott kiemelt szerepét (Ma és mtsai., 2015).

A fentiek alapjan elmondhato, hogy a PGE2 és receptorai kulcsszerepet toltenek be a
molekularis targetek lehetnek a PGE2 pozitiv primer malignus 1éziok és attéteik in vivo

diagnosztikajaban.

2.3 Ciklodextrinek

A ciklodextrinek és kiilonbozd szdrmazékaik napjainkra a klinikai és preklinikai
kutatdsok meghatarozo fokuszpontjava léptek eld. A ciklodextrinek D-(+)-gliikopiran6z
molekuldkbdl allo, csonkakup alakl oligoszacharidok, melyek egy hidrofob belso iireggel €s
egy hidrofil kiils6 felszinnel rendelkeznek (Del Valle, 2004; Loftsson és mtsai., 2005; Szejtli,
1982; Szejtli, 1998). A glikkdzegységek szamatol fliiggden a molekuldk harom f6 csoportjat
kiilonitjlik el: alfa-ciklodextrin (a-CD), béta-ciklodextrin (B-CD) és gamma-ciklodextrin (y-
CD). Fizikokémiai tulajdonsagaiknak koszonhetden a ciklodextrinek igen jelentés zarvany-
komplexképzd (host-guest komplex) tulajdonsaggal rendelkeznek, ami noveli a bedgyazott
vendégmolekula (guest) oldhatosagat, stabilitasat, illetve eldsegiti annak célzott szallitasat (Del
Valle, 2004; Loftsson ¢és Brewster, 1996; Rajewski ¢és Stella, 1996; Wang és mtsai., 2020). A
zarvanyképzés kovetkeztében a ciklodextrinek (host) belsd liregébe zarvanyként agyazott
vendégmolekula (guest) ellenallova valik az oxidativ hatasokkal, a magas homérséklettel, a
lathatd fénnyel és az ultraibolya sugarzassal szemben, tovabba védett a parolgastol és a
szublimaciétol is (Singh és mitsai.,, 2002; Del Valle, 2004). A ciklodextrinek kivalo
komplexképzd affinitdsanak koszonhetden lehetové valik szamos gyogyszer, tobbek kozott

kemoterapids szerek, illetve anti-ateroszklerotikus gyogyszerek célzott szallitdsa, ami eldsegiti
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a személyre szabott kezelési megkozelitések kialakitasat és elterjedését (Akkin és mtsai., 2022;
Gao ¢s mtsai., 2022; Karthic és mtsai., 2022).

Fontos megemliteni tovabba, hogy a ciklodextrinek jelentdés komplexképzd affinitast
mutatnak a karcinogenezisben kozponti szerepet betolté PGE2-vel is. A B-ciklodextrinek
PGE2-vel torténd komplexképzd képességét Hirayama és munkatarsai mar 1984-ben igazoltak
(Hirayama ¢és mtsai.,, 1984). A B-ciklodextrinek csaladjaba tartoz6 RAMEB PGE2
komplexalasarol Sauer és kollégai korabbi in vitro kisérletiikkben szamoltak be elséként (Sauer
¢s mtsai.,, 2017). Ezen irodalmi eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a radioaktiv
izotopokkal jelzett ciklodextrinek potencialis eszk6zok lehetnek a PGE2-t expresszald tumorok
in vivo detektaldsaban, illetve célzott kezelésében (2. abra). Mindezek alapjan a diagnosztikai
¢s terapias felhasznalasu ciklodextrinek szintézise, in vivo biologiai, valamint farmakokinetikai
vizsgalata szamos kutatocsoport kiemelt tudoméanyos érdeklédésének targyat képezi (Csige €s

mtsai., 2022; Hajdu és mtsai., 2019; Trencsényi €s mtsai., 2020).

D cox2 —PGE2)
- . < —

i

LI e

Tumor mass

EP1 EP2 EP3 EP4

2. abra PGE2 pozitiv tumorok detektalasa és célzott radioterapidja radiojelzett
ciklodextrin-szarmazékokkal CD: ciklodextrin, PGE2: prosztaglandin E2, EP1-EP4:

prosztaglandin receptor. (Képes és mtsai., 2023)
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24 Az angiogenezis in vivo diagnosztikaja

24.1 Ciklodextrinek szerepe az angiogenezis diagnosztikajaban
Hajdu és munkatdrsai 2019-ben elséként allitottak el6 PGE2 pozitiv malignus
daganatok detektalasara alkalmas radioaktivan jelzett ciklodextrin-szarmazékot (Hajdu és

mtsai., 2019) (3. 4bra).
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3. abra A [®¥Ga]Ga-NODAGA-HPBCD kémiai szerkezete
%Ga: gallium-68 izotdp, HPBCD: hidroxipropil-béta-ciklodextrin, NODAGA: p-NCS-benzil-
NODA-GA.

Az Ujonnan létrehozott  molekula  (°®Ga-jelzett  hidroxipropil-béta-
ciklodextrin/[%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD) farmakokinetikdjat preklinikai koriilmények
kozott, egészséges BALB/c egereken tanulmanyoztdk in vivo PET/CT és ex vivo

biodisztribcios vizsgalatok alkalmazéasaval. Dinamikus PET vizsgalataik eredményei a
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hugyholyag) regisztralt emelkedett radiofarmakon-felvétel verifikalt, mig egyéb hasi és
mellkasi szervekben jelentéktelen mennyiségli radioaktivitast tapasztaltak (Hajdu és mtsai.,
2019). Hajdu és munkacsoportja megfogalmazta, hogy a gyors eliminéci6 és az elhanyagolhato
hattéraktivitds optimalis feltételeket teremt a PGE2-t expresszadlo tumorok pontos
detektalasdhoz (Hajdu és mtsai., 2019). Az el6nyds szervi eloszlasi profil Osztondzte a
radiojelzett ciklodextrin-szarmazékok experimentalis tumormodelleken torténd tesztelését,
valamint Gjabb ciklodextrin alapti PET probak szintézisét.

A [%%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD vizsgélatat kovetden a munkacsoport egy Ujabb B-
ciklodextrin-szarmazék, a RAMEB sikeres radiojeldlését valositotta meg ([°®Ga]Ga-
NODAGA-RAMEB), melynek tumorcélzd képességét PGE2 pozitiv (BxPC-3) és PGE2
negativ (PancTu-1) pankreasz adenokarcindma xenograftokon tanulmanyozta in vivo és ex vivo
egyarant (Trencsényi és mtsai., 2020). A HPBCD vegyiilettel 6sszhangban a biologiai mérések
a RAMEB molekula gyors rendlis kivalasztodasat igazoltdk. Tovabbd, a biodisztribucios
eredményeik szignifikansan magasabb [®Ga]Ga-NODAGA-RAMEB-felvételt mutattak a
PGE2 pozitiv elvéltozasokban a PGE2 negativ tumorokkal dsszehasonlitva, mely eredmény
alapjan Trencsényi és munkatdrsai bizonyitottdk, hogy a radiojel6lt ciklodextrinek alkalmasak
a PGE2 pozitiv tumorok azonositasara, és ezaltal potencidlisan alkalmas eszkozok lehetnek
ezen elvaltozasok diagnosztikajaban (Trencsényi €s mtsai., 2020).

A fentiekkel egyetértésben tobb késébbi preklinikai munka is megerdsitette a
ciklodextrin alapt PET farmakonok PGE2 affinitasat, illetve felhasznaldsukat PGE2
expresszald tumorok in vivo diagnosztikajara (Csige és mtsai., 2022; Dienes és mtsai., 2025;
Képes és mtsai., 2024; Szabo és mtsai., 2023). Szabo és munkatarsai példaul szamos eltérd
PGE2 expresszids profillal jellemezheté tumormodellen - beleértve HT1080 human
fibroszarkoma, PancTu-1 és BxPC-3 humdn pankredsz adenokarcindma, B16F10 egér
melanéma, A20 egér B sejtes limfoma, Ne/De patkany mezoblasztos nefroma és He/De patkany
hepatocellularis karcindma - tesztelték és hasonlitottak dssze a *Ga-jelolt RAMEB és HPBCD
PGE?2 szelektivitasat és in vivo diagnosztikai képességét (Szabo €s mtsai., 2023). Ezen feliil
késziiltek tanulméanyok mas radioizotopokkal jelzett ciklodextrin-szarmazékokkal is (Csige €s
mtsai., 2022; Dienes €s mtsai., 2025; Képes és mtsai., 2024). Az alfa sugarzo bizmut-205/206
(305206Bi) és a diagnosztikus ®8Ga izotopokkal jelzett RAMEB ([2%2%Bi]|Bi-DOTAGA-
RAMEB és [*®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) nyomjelzékkel végzett kisérleteikben Csige és
munkatarsai arra a megallapitasra jutottak, hogy a radioaktiv ciklodextrinek a diagnosztika

mellett ujszerti, igéretes terapias megkdzelitéseket is kindlhatnak a daganatok célzott alfa
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jelolt RAMEB  ([**Mn]Mn-DOTAGA-RAMEB) vonatkozdsdban megjelent biztatd
eredmények a késo1 PET leképezés, illetve a hosszabb tumorbioldgiai folyamatok in vivo

feltérképezésének lehetdségét sugalljak (Dienes és mtsai., 2025; Képes és mtsai., 2024).

2.4.2 Hipoxiaspecifikus nyomjelzok szerepe az angiogenezis
diagnosztikajaban

Figyelembe véve az érujdonképzddeés és a hipoxia kdzotti szoros Osszefliggést, a hipoxia
kimutatasara alkalmas nyomjelzOk szintén értékes eszk6zok az angiogenezis in vivo
detektalasaban. Mivel az alacsony oxigenizaltsagu sejtek fokozott mértékben expresszaljak a
gliikdozmetabolizmusban kézponti szerepet betoltd GLUT1 és GLUT3 gliikoztranszportereket
(Mellanen €s mtsai., 1994; Murakami és mtsai., 1992), illetve a HK2 enzimet, a gold-standard
radiojelzett gliikdzanalog alkalmas nyomjelzd a tumorokban eléforduld hipoxia kimutatasara.
Szamos preklinikai vizsgalat igazolja az ['*F]FDG-felvétel és az oxigénhidnyos sejtek, illetve
a hipoxias tumorrégiok kozotti korrelaciot (Clavo és mtsai., 1995; Clavo és Wahl, 1996; Kubota
és mtsai., 1994). Burgman és munkatdrsai példaul hipoxia-indukalta [*H]FDG-felvétel
emelkedésrdl szamoltak be MCF7 human emlétumorsejtekben (Burgman és mtsai., 2001).
Fontos kiemelni azonban, hogy az ['*F]FDG nem tekinthetd specifikus nyomjelzOnek, felvétele
nemcsak malignus elvaltozasokban, hanem gyulladasokban ¢és fertézéses folyamatokban is
emelkedett (Pijl és mtsai., 2021). Az igéretes eredmények ellenére mindez megneheziti a
tumorhipoxia ['*F]JFDG PET-alapu kimutatasat, mely tovabbi hipoxiaszelektiv nyomjelzék
kifejlesztését tette sziikségessé.

A radioaktiv izotopokkal jelzett NI-szdrmazékok olyan radiofarmakonok, melyek
specifikusan képesek az alacsony oxigenizaltsag, hipoxids teriiletek megjelenitésére PET
technikdval. A nuklearis medicinaban alkalmazott NI vegyiiletek legjelentésebb képviseldi az
8F-fluoromizonidazol (["* F]FMISO), az ['SFIFAZA, az 13F-
fluoroeritronitroimidazol (['8FJFETNIM) és a !24I- iodoarabinofuranozil (['**IJIAZA) (Nguyen
¢és Kim, 2023). Ezek a molekulak passziv diffuzidval jutnak be a sejtekbe, ahol a nitroreduktaz
enzim altal redukalodnak (Lee és Scott, 2007). Alacsony oxigéntenzio esetén (pl.:
tumorsejtekben) a nyomjelzo tovabb redukalodik, majd kovalens kotést 1étesit az intracellularis
makromolekuldkkal, ami lehetové teszi a sejten beliili felhalmozodasat és detektalasat (Lee és
Scott, 2007). Normoxias allapotban (egészséges sejtek) azonban a redukalt forma

visszaoxidalodik és a nyomjelzd kimosodik a sejtekbdl (Lee és Scott, 2007). Korabbi
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eredmények szoros 0sszefliggést talaltak a tumorgradus, tobb vizsgalt hipoxiamarker (VEGF-
R1 és Ki67) és az ['®F]FMISO-halmozéas kozott (Cher és mtsai., 2006). Az els6generacios
['8F]JFMISO NI alapt radiofarmakonhoz képest a masodik generacios ['*F]JFAZA alacsony
lipofilitasa fokozott felvételt és gyors kiiiriilést biztosit az off-target szervekbdl, ami kedvezdbb
farmakokinetikat és hipoxia/normoxia aranyt eredményez (Huang és mtsai., 2021; Kumar és
mtsai., 1999; Souvatzoglou ¢és mtsai,, 2007). Tripla-negativ. MDA-MB231 ¢és
Osztrogénreceptor-pozitiv MCF7 emldtumor (Dos Santos és mtsai., 2023), SiHa cervixrak
(Busk és mitsai., 2013), illetve EAC nyel6csétumor (Melsens és mtsai., 2018) preklinikai
modelljeivel végzett megel6zd kisérletek megerdsitették az ['®FJFAZA hipoxiaszelektiv

radiofarmakonként valo alkalmazhatosagat (Sorger €s mtsai., 2003).

2.5 In vivo tumormodellek

Ahogyan az fentebb mar emlitésre keriilt az onkoldgiai felhasznaldst radiofarmakonok
diagnosztikai kompetencidjanak tesztelése preklinikai rendszerekben, experimentalis
tumormodelleken torténik. A kisérletes onkoldgiai modellek létrehozasara tobb mddszer is
rendelkezésre 4ll: karcinogenezis (kémiai indukcidval létrehozott vagy sugdrzas hatisara
indukalt modellek), transzplantacio (szubkutan vagy intravénads transzplantaciés modellek) és
genetikai modositas. Ezeken feliil 1éteznek tigynevezett spontan modellek is. Az optimalis
modell 1étrehozésa kulcsfontossagu, hiszen a tumor és mikrokdrnyezetének pontos abrazolasa
hozza 1étre a megfeleld koriilményeket a vizsgalandd radiofarmakon értékeléséhez. Lényeges
megemliteni, hogy nincs olyan idedlis modell, mely a huméan daganatos megbetegedéseket
minden szempontbdl képes reprezentalni. Ez felhivja a figyelmet a kisérleti eredmények
kritikus értelmezésére ¢és a preklinikai kutatdsok tobb szinten valo elvégzésének

1étjogosultsagara.

2.5.1 Transzplantacios modellek

A preklinikai onkoldgiai kutatdsokban leginkdbb a transzplanticiés modellek
alkalmazasa terjedt el. Ennek sordn humén (xenograft modellek) vagy sajat fajbol
(szingén/allograft modellek) szarmazé tumorsejteket vagy tumorfragmentumokat juttatnak a
laboratoriumi allatokba. A donor és befogado allat fajtaja alapjan tehat a transzplantacios
modellek két kiilonbozo tipusat kiillonboztetjiik meg: xenograft modell és szingenikus modell.

A xenograft modellek fobb jellemzdit a 2. Tablazat foglalja 6ssze.
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2. Tablazat Xenograft modellek jellemz6i

ELONYOK

HATRANYOK

a gyogyszerek terapids hatékonysaga huméan

eredetli tumorokon vizsgalhat6

az immunhianyos allatokba torténd
transzplantacié miatt korlatozott az

immunrendszer miikddésének vizsgalata

1d6- és koltséghatékony

hosszu ideig tart a tumorok ndvekedése

szamos tumortipus felhasznalhato

alacsony metasztazisképzd potencial

a human tumor genetikai heterogenitésa,
hisztologiai jellemzdi és fenotipusa

megorzott

magas allattartasi koltségek (az
immunhidnyos allatok specialis steril

kornyezetet igényelnek)

konnyen reprodukalhato

interakciok alakulhatnak ki a tumor

¢és a stroma kozott a donor és a

recipiens fajok kiilonb6zdsége miatt

lehetséges a tumor mikrokdrnyezetének
vizsgalata is, mivel a tumorstroma is

atiiltethetd

tobb terapia értékelhetd ugyanazon a mintan

A xenograft transzplantaci6 1ényege, hogy human tumorbo6l szarmazoé tumorsejtek vagy
szovetrészletek keriilnek betiltetésre az allatokba. A heterolog sejtek/szovetek kilokddésének
megakadalyozasa érdekében a beiiltetés soran immunhidnyos kisallatokat hasznalnak. Szamos
genetikailag modositott egértorzs elérhetd, melyek alkalmasak a transzplantacio kivitelezésére
tobbek kozott: nude (csupasz), NOD (non-obese diabetes), SCID (severe combined
immunodeficient/stlyos kombindlt immunhianyos), RAG (recombination activating gene)
(Belizario, 2009). A nude egerekben a B-sejtek, a dendritikus sejtek és a granulocitak mitkodése
korlatozott, ellenben ennek ellensulyozasara a természetes 6ldsejtek (natural killer cell/NK-
sejt) €és a makrofagok aktivitasa fokozott. A NOD és a SCID egerek esetében hianyoznak mind
a B-sejtek, a T-sejtek és az NK-sejtek. Tovabba érdemes megemliteni a NOD/SCID/IL-2Ry
egértorzset is, mely azon tal, hogy nem rendelkezik sem B-, T- és NK-sejtekkel, elégtelen
funkcidji makrofagokat és dendritikus sejteket tartalmaz (Belizario, 2009; Ito és mtsai., 2002).

A xenograft modellekkel szemben, a szingén transzplantacidos modellek esetében a

donor és a recipiens allat genetikai 4lloméanya azonos, azaz a transzplantdlandé tumoros
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sejtvonal vagy tumorfragmentum a fogado allattal megegyezd torzst allatbol szarmazik. A
megegyez0 genetikai Osszetételnek kdszonhetden a szingén transzplantacid sordn egészséges
immunrendszerrel rendelkezé ragcsalokat hasznalnak. Ez egyrészt lehetové teszi a tumor-
immunrendszer kapcsolatanak vizsgalatat, masrészt biztositja az immunterdpia hatdsanak
értékelésére iranyuld kisérletek kivitelezését is (Belizario, 2009). Tovabba4, a szingén modellek
a tumor-stroma kolcsonhatasok tanulmanyozasara is lehetéséget nytjtanak. Erdemes kiemelni
azonban, hogy az inbred torzsek hasznélata miatt a ndvekvo daganatok genetikai heterogenitasa
alacsony, mely befolyasolhatja az eredmények transzlalhatosagat. A szingén modellek

legfontosabb jellemzoit a 3. Tablazat mutatja be.

3. Tablazat Szingén modellek jellemzoi

ELONYOK HATRANYOK

a ragesalo eredetli tumorsejtek és
intraspecifikus kolcsonhatas a tumor és )
szovetrészletek nem képesek teljes
mikrokornyezete kozott
mértékben reprezentdlni a human tumorokat

a daganatos ragcsalok egészséges alacsony genetikai variabilitas a
immunrendszerrel jellemezhetk beltenyészet miatt

terapids hatas értékelésére iranyulo a terapids valaszreakciok kiilonbozhetnek a
kisérletek kivitelezése biztositott human klinikai eredményektol

A transzplantacios modelleket nemcsak a donor és a befogado allat fajtija alapjan,
hanem az 4atiiltetés lokalizacidja szerint is csoportosithatjuk. Ez alapjén elkiilonitliink
ortotopikus €és heterotopikus transzplantaciés modelleket.

Ortotopikus atiiltetésrol besz€liink, amennyiben a graftot a szervezeten beliil
anatomiailag az eredeti helyére iiltetik vissza. Ezaltal az ortotopikus modellek jobban tiikrozik
a human tumoros elvaltozasokat szovettani tipusuk, a vaszkulatarajuk, génexpresszids
mintdzatuk, a kemoterapias érzékenységik, illetve a metasztatizacios képességiik
szempontjabol is (Bibby, 2004; Khanna és mtsai., 2000). Ilyen tipust transzplantaciéhoz
immunokompetens ¢és immunodeficiens laboratériumi allatok egyarant alkalmazhatdak. Ezen
modellek oridsi elonye a magas metasztatizacios hajlam, mely lehetové teszi az attétképzodés
folyamatanak részletes tanulmanyozasat. Az ortotopikus modellek segitségével jol vizsgalhatd
a tumorok mikrokdrnyezete €s a tumor-stroma kolcsonhatasok is. Ezek mellett a modelltipus

alkalmas a daganatellenes szerek hatasossdganak értékelésére a primer elvéaltozasokban és a
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metasztatikus 1ézidkban is, illetve az immunologiai ellen6rz6 ¢€s immunelkeriilési
mechanizmusok vizsgalatara is lehetéséget teremt. Osszességében az ortotopikus modelleket
leginkabb a tumor mikrokdrnyezetének vizsgalatara, valamint a lokalis tumorndvekedés és a
metasztazisképzddés tanulmanyozasara hasznaljak. A modell hatranyai kdzé tartozik azonban,
hogy létrehozasa id6- és munkaigényes folyamat, valamint a létrehozott tumorok in situ
novekedésének monitorozasdhoz képalkoté modszerek alkalmazésa sziikséges.

Heterotopikus transzplantacio soran a tumorsejteket vagy a szovetrészletet anatomiailag
nem az eredeti helyére liltetik vissza. Leggyakoribb form4ja a szubkutan transzplantacio, mely
soran a graftot a kisérleti allat bére ald injektaljak (vall, lagyék régio). A szubkutan modellek
létrehozasa modszertanilag egyszer(i, és konnyen reprodukalhatd. A primer tumorok relative
gyorsan kialakulnak, és szemben az ortotopikus modellekkel a tumorndvekedés vizsgalata
hagyomanyos tolomérdvel (kaliper mérés) is lehetséges. A modszer hatranyai kdzott emlitendd,
hogy a szubkutdn modellek esetében ritkdbban alakul ki attét, igy a metasztazisképzddés
folyamatanak tanulmanyozasara nem megfeleld. Tovabba, a szubkutan ndvekvd daganatok
kevésbé modellezik jol a humén elvéltozasokat, amit az eredmények értelmezésekor
figyelembe kell venni. A technikai elénydk és a tumorndvekedés kovetésének egyszeriisége
miatt az Gjonnan fejlesztett diagnosztikai és terdpias anyagok in vivo tesztelésére leginkabb a

szubkutan transzplantaciés modellek hasznalata terjedt el.
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3 Célkituzések

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

1. a ®Ga-jelolt RAMEB és HPBCD molekuldk ([*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és
[%3Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) angiogenezis kimutatasara valo diagnosztikai teljesitményének

értékelését, valamint

2. a két ciklodextrin-alapti radiofarmakon diagnosztikai képességének és tumorfelvételi
sajatossagainak Osszehasonlitasit HER2+ MDA-MB-HER2+ ¢és tripla-negativ  4T1

emlétumorok preklinikai modelljeiben PET képalkotassal.

Kutatasunk tovabbi részében vizsgaltuk, hogy az ['*FJFAZA PET és az ['SF]FDG PET
képalkotas kombinalt hasznalata képes-e¢ az ['SF]JFDG oOnmagéaban torténd alkalmazasabol
ered6 nem specifikussag csokkentésére a tumorhipoxia kimutatasaban. Ennek érdekében célul
tlztiik ki:

3. az [*FJFAZA és ["®F]FDG nyomjelz6k felvételi mintazatainak Osszehasonlitasat
kiilonbozdé bioldgiai viselkedésti - multidrog-rezisztens (P-glikoprotein pozitiv/Pgp+) ¢és
multidrog-szenzitiv (P-glikoprotein negativ/Pgp-) - human ovarium- és cervixkarcinoma
xenograftokat hordozd sulyos kombinalt immunhianyos egérmodellekben (ovarium: Pgp-

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

4. az ['®F]FDG hipoxia azonositasara valo hatékonysaganak tanulmanyozasat, valamint
az oxigénhidny glilkdzmetabolizmusra gyakorolt hatasainak vizsgélatat in vitro koriillmények

kozott.
Preklinikai eredményeink hozzajarulhatnak a malignus elvaltozasok bioldgiai

viselkedésének részletesebb megértéséhez, ami hosszii tavon megteremtheti a személyre

szabott daganatdiagnosztika ¢és terapias dontéshozatal alapjait.
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4
4.1

Anyagok és modszerek

Felhasznalt vegyszerek és eszkozok

Radiofarmakonok szintézise soran hasznalt anyagok

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

AG neutralizal6 oszlop (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA)
C18 Sep-Pak Plus (Waters, Milford, Massachusetts, USA)

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

Macherey-Nagel SPE oszlopsor (Symetron Kft., Budapest, Magyarorszag)
Light C18 Sep-Pak oszlop (Waters, Milford, Massachusetts, USA)

Kryptofix 2.2.2. (Merck, Darmstadt, Németorszag)

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

14 mg/mL koncentracioju KoCOs-oldat (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)
20 mg TATM (ABX GmBH, Radeberg, Németorszag)

1M HCI oldat (Normapur) (VWR International Kft., Debrecen, Magyarorszag)
0,1M ultra tiszta HCl (Merck, Darmstadt, Németorszag)

8Ge/**Ga generator (50 mCi, Gallia-Pharm, Eckert and Ziegler Németorszag)
96%-0s EtOH (Merck, Darmstadt, Németorszag)

1zotonias sooldat (Fresenius Kabi Hungary Kft., Budapest, Magyarorszag)
1M-os natrium acetat oldat (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

2%-0s NaOH oldat (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)
6-monodeoxi-6-monoamino-random-metilezett-béta-ciklodextrin hidroklorid
(NH2-RAMEB) (Cyclolab Kft. Budapest, Magyarorszag)
6-deoxy-6-monoamino-(2-hidroxipropil)-B-ciklodextrin (NH2-HPBCD) (Cyclolab
Kft. Budapest, Magyarorszag)

p-NCS-benzil-NODA-GA (NODAGA) (CheMatech, Dijon, Franciaorszag)
p-NCS-Bz-DOTA-GA (DOTAGA) (CheMatech, Dijon, Franciaorszag)

Sejttenyésztés soran hasznalt anyagok

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

RPMI Medium 1640 + GlutaMAX™.-I (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)
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- FBS, Qualified (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

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

- 2 mg/mL doxorubicin-hidroklorid (Doxorubicin-Teva oldatos injekcio, Teva
Gyogyszergyar Zrt., Magyarorszag)

- 1 mg/mL vinblasztin-szulfat (Vinko, Kocak Farma, Gydgyszeripari €s Vegyipari
Kft., Torokorszag)

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

- PBS pH 7,2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

In vitro vizsgalatok soran hasznalt anyagok

- kobalt-diklorid (CoCly) (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)

- PBS pH 7,2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

- PBST (foszfatpufterelt sooldat + 0,05% - 0,1% Tween 20)

- anti HIF-1a, GLUT-1, és HK2 elsddleges antitestek (Abcam Inc., Cambridge, MA,
USA)

- masodlagos antitestek (anti-rabbit IgG; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA)

Tumorindukcio soran hasznalt vegyszerek

- Aerrane (izoflurdn) folyadék inhalécids géz képzéséhez (Baxter Hungary,
Budapest, Magyarorszag, OGYI-T-08993)

- Forane (izofluran) oldat inhalaciés goz képzéséhez (AbbVie
Gyogyszerkereskedelmi Kft., Budapest, Magyarorszag, OGYI-T-1414/01)

- O (Linde Healthcare, Budapest, Magyarorszag; OGYI-T-20607)

- N;O (Linde Healthcare, Budapest, Magyarorszdg, OGYI-T-21090)

- Matrigel Matrix (Corning, New York, USA)

- fiziologias soéoldat (0,9 % NaCl)

PET leképezés soran hasznalt anyagok
- Aerrane (izofluran) folyadék inhalécios g6z képzéséhez (Baxter Hungary,
Budapest, Magyarorszag, OGYI-T-08993)
- Forane (izofluran) oldat inhalaciés g6z képzéséhez (AbbVie
Gyogyszerkereskedelmi Kft., Budapest, Magyarorszag, OGYI-T-1414/01)
- O (Linde Healthcare, Budapest, Magyarorszag; OGYI-T-20607)
- N;O (Linde Healthcare, Budapest, Magyarorszag, OGYI-T-21090)
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4.2 Radiofarmakonok
4.2.1 ["*F]FDG szintézise

A radiojeldlt gliikozmolekulat napi szinten szintetizdljdk a Debreceni Egyetem,
Altalanos Orvostudoméanyi Kar, Képalkoto Intézet, Nukleris Medicina Tanszékén az
onkologiai betegek ["*FJFDG PET/CT vizsgalatainak kivitelezése céljabol. A radiojelzéshez
sziikséges '8F-iont ciklotronban hozzék létre '80-dusitott viz felhasznalasaval. Ezt kovetden a
8F- jont automatizalt FDG gyartd panelre teszik, ahol a prekurzor (vizmentes acetonitrilben
oldott trifluormetanszulfonil-B-D-manno6z (TATM)) radiojeldlése nukleofil szubsztitiicid révén
torténik. A nukleofil szubsztiticid 85 °C-on torténik, terméke a 1,3,4,6(TA-['*F]FDG). Ez a
molekula védo acetilcsoportokot hordoz, melyeket savas kdzegl hidrolizissel tavolitanak el
sosav alkalmazasaval. A hidrolizis magas - 120 °C - hémérsékleten és nagy nyomas alatt
torténik. A szintézis végterméke a 2-['8F]fluor-B-D-dezoxi-gliikkdz, amit fiziologias sdoldattal

higitanak a megfeleld koncentréaciora.

4.2.2 ['SF]FAZA szintézise

A [BFIFAZA elballitasa Képes és munkatdirsai 4ltal leirt modszer alapjan
Tanszekiinkon tortént (Képes és mtsai., 2024).

A ciklotronban eldallitott radionuklidot Sep-Pak Accell Plus QMA gyantan
immobilizaltuk, majd 15 mg Kryptofix 2.2.2. és 3,5 mg K,COs vizes/acetonitriles oldataval a
reakcidedénybe juttattuk. A viz eltavolitdsa céljabol az elegyet csokkentett nyoméson és emelt
hémérsékleten  beszéritottuk, majd 5 mg prekurzort (1-(2,3-diacetil-5-tozil-o-d-
arabinofuranozil)-2-nitroimidazol) 1 mL dimetil-szulfoxidban feloldva adtunk hozza. A
reaktort 100 °C-ra flitottiik és 5 percig ezen a hdmérsékleten tartottuk. A rendszert 40 °C-ra
lehtitottiik, és a reakcioelegyet 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
fazisu extrakcio (SPE/solid phase extraction) oszlopsorozaton vezettik at, ami egy
kationcseréld (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. Az ['* F]JFAZA-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 tartalmazé gytijtéfiolaba
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gyljtottiik. A radiokémiai tisztasdgot radiodetektorral kombinalt nagy teljesitményii
folyadékkromatografidval (HPLC/high-performance liquid chromatography) ellendriztiik.

4.2.3 [®*Ga]Ga-NODAGA-HPBCD szintézise

A prekurzor vegyiiletet (NODAGA-HPBCD) Hajdu és munkatarsai hoztak létre a 6-
Deoxy-6-monoamino-(2-hidroxipropil)-B-ciklodextrin ~ (NH.-HPBCD,  (Cyclolab  Kft.
Budapest, Magyarorszag)) és a p-NCS benzil-NODA-GA (NODAGA, (CheMatech, Dijon,
radiojelzéséhez a ®¥Ge/*®Ga generatort ultra tiszta HCI oldattal (5 mL, 0,1 M) elualtuk. Ezt
kovetden a legnagyobb mennyiségben aktiv anyagot tartalmazé frakciobol 1,2 mL-t natrium-
acetattal puffereltiink (1M, 170 pL, pH = 4). NaOH oldat (2%, 59 uL) alkalmazéasaval a minta
pH értékét 4,2-re allitottuk. Ezutan a keverékhez 20 pL prekurzor térzsoldatot (1 mM) adtunk.
Tizenot perc 95 °C-os inkubaciot kovetden a mintat felvittiik a Light C18 Sep-Pak oszlopra
(Waters, Milford, Massachusetts, USA). A puffer eltavolitdsdhoz az oszlopot 2 mL vizzel
mostuk. A létrehozott végterméket ([°*Ga]Ga-NODAGA-HPBCD) EtOH (96%, 0,5
mL)/izotonids NaCl oldat 1:2 aranyu elegyének segitségével eludltuk. Az etanoltartalom 10%
ala torténd csokkentése céljabol a terméket 0,9%-o0s NaCl oldat felhasznalasaval higitottuk. Az
in vivo kisérleteket megel6zéen a produktumot sterilre szlirtilk. A radiokémiai tisztasagot

HPLC-vel hataroztuk meg.

4.2.4 [®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB szintézise

A %8Ge/%®Ga generatorbdl kinyert ®Ga eluatumot (1 mL) 1M 160 uL natrium-acetattal
puffereltiik az optimdlis pH-érték bedllitasa céljabol (pH = 4,3-4,5). Ehhez adtuk hozza a
DOTAGA-RAMEB 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 ®3Ga izotoppal radiojelolt végterméket
([°®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) EtOH (96%)/izotonias NaCl oldat 1:2 aranyu keverékével
eludltuk. A radiokémiai tisztasdgot radiodetektorral kombinalt forditott fazisi nagy
teljesitményti folyadékkromatografia (RP-HPLC/reversed-phase high-performance liquid
chromatography) segitségével hataroztuk meg. Az etanoltartalom 10% alé torténd csokkentése
miatt a produktumot 0,9%-os NaCl oldat felhasznalasaval higitottuk. Végil, az in vivo

alkalmazas el6tt a végterméket sterilre sziirtiik.
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4.3 In vitro Kisérletes modszerek

4.3.1 Alkalmazott sejtvonalak, sejttenyésztés

4.3.1.1 MDA-MB-HER2+ sejtek

Az MDA-MB-HER2+ emlérak sejteket az American Type Culture Collection-tdl
(ATCC, Manassas, VA, USA) vasaroltuk, és a disztribator ajanlasai szerint keriiltek
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™-I (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)) tenyésztettiikk. A sejtvonalat T-75 sejttenyésztd
flaskdkban (12 mL tapoldat) 37°C-on, 5% CO; tartalmu inkubatorban tartottuk (ESCO CCl-
170B-8 inkubator Esco Micro Pte. Kft., Szingaptr). A sejteket 80%-o0s konfluencia elérését
kovetden hetente harom alkalommal passzaltuk és koriilbeliil 5-8 passzalast kovetden
hasznaltuk fel az in vivo vizsgélatokhoz. A transzplantaciot megeldzoen a sejtek életképességét
tripankék exkluzios teszttel hataroztuk meg, majd pontosan beallitottuk a tumorindukcidhoz

sziikséges sejtkoncentraciot.

4.3.1.2 4T1 sejtek

A 4T1 tripla-negativ emldrak sejtvonalat szintén az American Type Culture Collection-
tdl (ATCC, Manassas, VA, USA) szereztilk be, és a forgalmazd ajanlasainak 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 sejttenyészto flaskdkban (12 mL tapoldat/T-75 flaska)
tenyésztettiilk. A sejtek inkubdlasat 37°C-on, 5% CO, tartalom mellett végeztiik (ESCO CCl-
170B-8 inkubator Esco Micro Pte. Kft., Szingapur). Passzalast 2-3 naponta végeztiink, 80%-o0s
konfluencia elérésekor. A 4T1 sejteket szintén 5-8 passzazst kovetden alkalmaztuk a biologiai
vizsgalatokhoz. A sejttranszplantacié eldtt a sejtek viabilitasat tripankék festékexkltzids
modszerrel ellendriztiik, majd ezt kovetden hataroztuk meg a tumorindukciohoz sziikséges

sejtszamot €s sejtkoncentraciot.

4.3.1.3 Pgp- A2780 sejtek

A Pgp- human ovariumtumor-sejteket a Debreceni Egyetem, Altalanos

Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézete bocsatotta rendelkezésiinkre. A
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sejteket standard laboratoriumi koriilmények kozott tenyésztettik DMEM téptalajban, amelyet
10% FBS-el egészitettiink ki. A sejtkultarakat a korabbiakhoz hasonldéan 37°C-on, 5% CO»-t
és 95% relativ paratartalmat biztositd inkubatorokban tartottuk. A sejtek életképességét

tripankék exkluzios teszttel vizsgaltuk. A sejtek passzaldsat haromnaponta végeztiik.

4.3.1.4 Pgp+ A2780AD sejtek

A Pgpt+ A2780AD humén ovariumkarcindma-sejteket szintén a Debreceni Egyetem,
Altalanos  Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézete bocsatotta
rendelkezésiinkre. A Pgp- parjaval Osszhangban a vizsgalt sejtvonal tenyésztése standard
laboratoriumi koriilmények kozott tortént DMEM, 10% FBS-el kiegészitett taptalajban. A
sejtvonal fenntartdsdhoz a tenyésztést 28 uM doxorubicin kemoterapids szer (2 mg/mL
doxorubicin-hidroklorid, Doxorubicin-Teva oldatos injekcid, Teva Gyogyszergyar Zrt.,
Magyarorszag) jelenlétében végeztiik. A sejtkultarakat 37°C-on, 5% CO»-t és 95% relativ
paratartalmat fenntartdé inkubatorban tartottuk. A sejtek viabilitdsat rendszeresen tripankék
exklazios modszerrel ellendriztiik. A sejtek passzalasa haromnaponta tortént. A radiofarmakon

injektalasat megeldz6 passzalds soran a kemoterdpias szert eltavolitottuk a tenyésztokdzegbol.

4.3.1.5 Pgp- KB-3-1 sejtek

A Pgp- KB-3-1 humén cervixkarcinoma-sejteket a Debreceni Egyetem, Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Biofizikai €s Sejtbiologiai Intézete biztositotta szdmunkra. A sejtek
tenyésztése standard laboratoriumi korilmények kozott tortént DMEM tapkozegben, 10%
FBS-el kiegészitve. A sejtkulturdkat 37 °C homérsékleten, 5% COr-t és 95% relativ
paratartalmat biztositdé inkubatorban tartottuk. A sejtek életképességét tripankék exkluzids

modszerrel ellendriztiik, a tenyészeteket haromnaponta passzaltuk.

4.3.1.6 Pgp+ KB-V-1 sejtek

A Pgp+ KB-3-1 humén cervixtumor-sejteket szintén a Debreceni Egyetem, Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézete biztositotta szdmunkra. A sejteket
standard in vitro koriilmények kozott tenyésztettik DMEM tapoldatban, melyet 10% FBS-el
egészitettiink ki. A sejtvonal fenntartasdhoz a tenyésztést 20 uM vinblasztin kemoterdpias szer
(1 mg/mL vinblasztin-szulfat, Vinko, Kocak Farma, Gyogyszeripari ¢s Vegyipari Kft.,
Torokorszag) jelenlétében végeztiik. A sejtkultarakat 37 °C-on, 5% CO»-t és 95% relativ

paratartalmat fenntartd inkubatorban tartottuk. A sejtek viabilitasat tripankék festékexkluzios
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probaval ellendriztiik, a passzalast haromnaponta végeztiik. A radiofarmakon injektalasat

megeldzd passzalas soran a kemoterapias szert eltavolitottuk a tenyésztokozegbdl.

4.3.2 Kémiai hipoxia indukcio

A kémiai hipoxia modellezésére a sejteket (A2780, KB-3-1) 250 uM koncentracioji
kobalt-dikloriddal (CoCl,, (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)) kezeltiik 24, illetve 48
oran at. A szakirodalmi adatok alapjan a CoCl, alkalmas a hipoxids allapot in vitro
reprezentalasara, mivel a HIF-1a prolil-hidroxilazok aktivitasdnak blokkolasa révén gatolja a

HIF-1a lebomlésat (Huang és mtsai., 2003; Zhang és mtsai., 2014).

4.3.3  Invitro radiofarmakon-felvételi vizsgalatok

A kontroll és a CoCl,-vel kezelt sejteket 1 x 10° sejt/mL koncentracidban 5 mM D-
gliikézt tartalmazoé PBS oldatban (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
10 percen keresztiil eléinkubaltuk 36 °C-on. Ezt kovetden a kezeletlen sejtmintdhoz és a CoCls-
inkubalt sejtcsoporthoz is 0,37 MBg/mL aktivitasa ['*F]FDG-t adtunk. Az ['|F]FDG-
inkubaciot kdvetden a sejtek radiofarmakon-felvételét hideg PBS oldat hozzdadasaval allitottuk
le. Ezutan a sejteket haromszor mostuk azonos Osszetételi oldattal, majd kalibralt gamma
szamlaloval mértiik a mintak radioaktivitasat az ['8F] energiaablakdban (Canberra-Packard
Cobra II tipusu gamma szamlald, Canberra Packard Central Europe GmbH, Schwadorf,
Ausztria).

Az eredményeket a bomlas figyelembevételével korrigaltuk, és a radiofarmakon-
felvételt percenkénti betitésszam™! (cpm/10° sejt)! formaban adtuk meg. A sejtek radiotrészer-
felvételét az inkubacids aktivitas szazalékaban (ID%) is kifejeztiik, amely azt jelzi, hogy az
inkubécios kdzegben jelen 1év6 ['|FIFDG aktivitds hany szazalékat veszi fel 1 x 10° sejt.
Tekintettel arra, hogy az ['|FIFAZA kizardlag hipoxias koriilmények kozott képes
intracellularis makromolekulakhoz kotddni, valamint figyelembe véve, hogy a CoCl,-indukalta
hipoxiat normoxids kornyezetben alakitottuk ki, az in vitro felvételi vizsgalatokat kizardlag

['"8F]FDG radiofarmakonnal végeztiik el.

4.3.4 Western blot analizis

A CoCly-kezelt és kezeletlen kontrollsejtek HIF-1a, GLUT1 ¢és HK2 expresszidjat
Western blot analizissel hatdroztuk meg. Az analizist teljes sejtlizatumok felhasznélasaval

végeztilk. Az analizisiekhez natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-
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PAGE/Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) alkalmaztunk, amely
kovetden 10 percig forraltunk. Hatvan pg fehérjét valasztottunk el 7,5%-os SDS-PAGE gélen.
A gél fehérjetartalmét nitrocellul6z membranra vittiik at. A sejtmembran és az antitestek kozotti
nem specifikus fehérjekdlcsonhatasok gatlasara 5% zsirszegény szaraz tejport tartalmazd
PBST-t (foszfatpufferelt sooldat + 0,05% - 0,1% Tween 20) alkalmaztunk. Blokkoléas utan a
membranokat mostuk és a gyart6 ajanlasanak megfeleld higitasban az elsddleges antitestekkel
(Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) 4 “C-on, egy ¢jszakan at inkubaltuk. Harminc perc PBST-
vel torténd mosast kovetden a membranokat masodlagos antitestekkel (anti-nyul IgG antitest,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) inkubaltuk szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil.
A masodlagos antitesteket 1:1000 higitasban, 1% zsirszegény szaraz tejport tartalmazé PBS
oldatban alkalmaztuk. A fehérjesdvokat kemilumineszcens eljarassal detektaltuk a gyartd

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

4.4 In vivo Kisérletes modszerek

44.1 Kisérleti allatok

Az emldétumor-modellek létrehozasdhoz 12 hetes, koriilbeliil 20 grammos ndstény,
CB17 stlyos kombinalt immunhianyos (SCID/severe combined immunodeficient) egereket
hasznaltunk (n = 36), melyeket az Innovo Kft.-t6] vasaroltunk (Isaszeg, Magyarorszag). A
kisérleti allatokat steril laboratoriumi koriilmények kozott, egyénileg szelloztetett ketrecekben
(IVC, Techniplast, Buguggiate, Olaszorszag) tartottuk 26 °C £ 2 °C hémérsékleten és 55% +
10% relativ paratartalom biztositdsa mellett. Az éallatok tartdsa soran 12 Oras vilagos-sotét
ciklussal szabalyozott mesterséges megvilagitast alkalmaztunk. Tovabba, minden allat szamara
ad libitum steril, félszintetikus ragcsalotapot (Akronom Kft., Budapest, Magyarorszag),
valamint steril ivovizet biztositottunk.

A humaén eredetli n6gydgyaszati 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
koriilmények kozott, IVC ketrecekben ellendrzott homérséklet (26 °C + 2 °C) és paratartalom
(55% =+ 10%) mellett tartottuk. Az allatok mesterséges megvilagitdsa automatikusan
szabalyozott, 12 6rés cirkadian ritmus szerint tortént. Az egerek ad libitum steril félszintetikus

takarmanyt (Akronom Kft., Budapest, Magyarorszag) és steril ivovizet kaptak.
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Az éallattartds és kezelés a hatidlyos magyar térvények €s 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).

4.4.2 Szubkutan tumorindukcio

A daganatos allatmodelleket szubkutan tumorsejt-transzplantacioval hoztuk létre. A
beavatkozasokat minden esetben inhalacids anesztézidban végeztiik. Az altatas indukciojahoz
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 fenntartas soran az
izofluran koncentracidjat 1,5%-ra csokkentettiik. Az anesztéziat dedikalt kisallat
altatokésziilékkel biztositottuk (Tec3 Isoflurane Vaporizer, Eickemeyer Veterinary Equipment,
Luton, Egyesiilt Kiralysag).
fertdtlenitettiik, majd ezt kovetden 5 x 104 MDA-MB-HER2+ vagy 4TI tumorsejtet
injektaltunk a bor ala 100-120 pL térfogatban, DMEM:Matrigel 1:1 aranyu keverékében.

A nlgyodgyaszati daganatmodellek létrehozdsdhoz a Pgp- A2780 ¢és KB-3-1
tumorsejtekbdl 3 x 10°, mig a megfeleld Pgp+ sejtvonalakbol 5 x 10° sejtet tartalmazo
sejtszuszpenzidkat alkalmaztunk 150 pL fiziologids sdoldatban. A Pgp- sejteket az egerek bal,
mig a Pgp+ sejteket azok jobb combjaba szubkutan injektaltuk.

4.4.3 Tumornovekedés monitorozasa

A tumorok novekedését tolomérdvel kovettiik. A tumortérfogatokat a kdvetkezd 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, kdzepes és nagy méretkategdridkba soroltuk.

4.4.4  In vivo pozitronemisszios tomografia (PET) leképezés

Vizsgélataink els részében, amikor a daganatok mar egyértelmiien detektalhatok voltak

mm?>-es tumortérfogat mellett - valamennyi tumoros kisallatrol heti rendszerességgel in vivo

47



mikroPET felvételeket készitettiink [**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és [*®*Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB radiotrészerekkel (n = 9 4T1, n = 9 MDA-MB-HER2+). A két nyomjelz6t egymast
kovetd napokon alkalmaztuk. A lateralis farokvénan keresztiil intravénasan (iv.), 100-150 pL
fiziologias sdoldatban oldva, koriilbeliil 8-10 MBq aktivitast [*Ga]Ga-NODAGA-HPBCD
radiofarmakont juttattunk a kisérleti allatokba. Hatvan perces inkubacios 1d6t kovetden 20
perces statikus PET adatgytijtést végeztiink a MiniPET-II kamera hasznalataval. Ezt kdvetden,
a kovetkez6 napon azonos protokoll szerint [**Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB PET leképezést
hajtottunk végre.

A masodik vizsgalati rész in vivo biodisztribucids vizsgélatait 20 = 1 nappal a
tumorindukciot kovetden 39,12 + 3,34 mm?® tumortérfogat mellett végeztiik. A kisérleti
egerekrdl ['FJFDG, majd 24 6ran beliil ['®FJFAZA PET képalkotas tortént a MiniPET-II
kamera alkalmazasdval. A radiojelzett gliikkdzanaloggal végzett statikus gytijtést (20 perc) 40
perccel kb. 7 MBq ['*F]FDG (200 pL fizioldgids s6oldatban) iv. beaddsa utan inditottuk. A
['8FIFAZA nyomjelzdvel (iv. 7 MBq 200 uL fizioldgis sdoldatban) statikus, majd dinamikus
képsorozatokat is készitettiink. A statikus leképezés esetében 120 perces inkubdcios idot
kovetden 20 perces gytijtés tortént a tumorokrdl, még a dinamikus képalkotds a radiotrészer
beadasatol (0. perc) a 140. percig tartott.

Az in vivo vizsgalatokat izoflurdn-indukalta inhaldcids anesztézidban végeztiik. Az
altatds indukciojahoz 3% izoflurant (Aerrane, Forane) 0,4 L/min Ox-t és 1,2 L/min N>O-t
anesztéziat dedikalt kisallat altatokésziilékkel biztositottuk (Tec3 Isoflurane Vaporizer,

Eickemeyer Veterinary Equipment, Luton, Egyesiilt Kirdlysag).

4.4.4.1 MiniPET-II kamera

Az in vivo vizsgalatokat a preklinikai PET kameraval (MiniPET-II) végeztiik (4. abra).
A MiniPET-II kamera a Debreceni Egyetem kordbbi DEOEC Nuklearis Medicina Intézet
(jelenleg DE AOK Orvosi Képalkotd Intézet, Nuklearis Medicina Tanszék), a Magyar
Tudoményos Akadémia Atommagkutatd Intézet és a MEDISO Kft. kozos kutatas-fejlesztési
egylttmitkddésének eredményeként jott 1étre.
A kamera 12 detektoregységbdl all, amelyek cériummal kevert lutécium-ittrium-ortoszilikat
(LYSO)  szcintillacios  kristalyokat  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 fényvisszaveré anyag valasztja
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el egymastol. A detektorok jeleinek digitalizalasat négycsatornas adatgytijté kartyak végzik,
mig az események gyljtése optikai kapcsolaton keresztiil, adatgy(ijtd szerver segitségével
torténik (Cisco Catalyst switch). A rendszer az elsédleges adatokat listamodban tarolja, amely
lehetdvé teszi kiillonbozo fejlett képrekonstrukceios eljarasok utdlagos alkalmazasat. A késziilék
axialis latotere 48 mm, még a tranzaxialis 1atomezeje 100 mm, térbeli felbontoképessége pedig
1,1 mm, mig az érzékenysége 11,4%. Kisebb méretének és nagy felbontasanak koszonhetden a
MiniPET-II alkalmas a laboratdriumi ragcsalokba juttatott radiofarmakonok eloszlasanak in

vivo PET leképezésére.

4. abra MiniPET-II kamera (sajat készitésii abra)

4.4.4.2 A pozitronemisszios tomografia (PET) képek elemzése

Az in vivo PET vizsgalatokat kovetden a PET felvételeket vizudlisan majd kvantitativ
modon értékeltiik. A kvantitativ elemzés soran a korondlis PET képeken a tumorokra
ugynevezett VOI-kat (volume of interest) helyeztiink a Brain CAD képelemzd 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) hatdroztunk meg, maximalis (SUVmax)

¢s atlagos (SUVmean) formdban a kovetkezd képlet alapjan:
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SUV = VOI-n beliili radiofarmakon koncentracié (MBqg/mL)/beadott aktivitas (MBq)/teststly
(2)

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

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

4.4.5  Exvivo biodisztribucios vizsgalatok

A tumorfejlodéssel 0sszefliggd ciklodextrin-felvétel valtozasainak vizsgalatara ex vivo
biodisztribiicios méréseket végeztiink a PET képalkotassal megegyezd iddpontokban. A
korabbiakhoz hasonléan az egerek laterdlis farokvéndjan keresztiil koriilbeliil 8-10 MBq
[Ga]Ga-NODAGA-HPBCD  és  [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB  radiofarmakonokat
injektaltunk 100-150 pL fiziologids sdoldatban. Hatvan perccel a nyomjelzdk injektalasa utan
az allatokat termindltuk, majd felboncoltuk. A tumorokat teljes egészében eltavolitottuk, és
tomegiiket analitikai mérleg segitségével meghataroztuk. Ezt kovetéen a daganatok
radioaktivitasat kalibralt gamma szamlaloval hataroztuk meg (Perkin-Elmer Packard Cobra,
Waltham, MA, USA). A tumorszdvet radiofarmakon-felvételét bomlaskorrekciot kovetdéen
hataroztuk meg ¢€s az eredményeket a beadott dozis grammonkénti szazalé¢kaban (%ID/g)

fejeztiik ki.

4.5 Statisztikai analizis

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

tuntettuk fel.
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5 Eredmények

5.1 Emlotumor xenograftok PGE2 termelésének in vivo
monitorozasa ciklodextrin alapu PET
radiofarmakonokkal

5.1.1 Invivo PET leképezés

A %8Ga-jelzett ciklodextrin-szarmazékok diagnosztikai képességét HER2+ MDA-MB-
HER2+ ¢és tripla-negativ 4T1 eml6tumor xenograftokon vizsgaltuk PET technika
alkalmazasaval. A szubkutdn tumorindukcié minden beoltott 4allat esetében sikeresnek
bizonyult, ugyanis valamennyi egérben a transzplantaciot kovetd koriilbeliil 20. napon

crcr

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

5.1.1.1 MDA-MB-HER2+ tumorok

Az MDA-MB-HER2+ tumorhordoz6 egerekrdl késziilt PET képek vizudlis értékelése
alapjan mindkét nyomjelzé kifejezett felhalmozodast mutatott az MDA-MB-HER2+
tumorokban valamennyi vizsgélati idépontban (5. abra). A tumorok radiofarmakon-felvétele
az 1d6 eldérehaladtaval fokozatos ndvekedést mutatott, amely kiilondsen a RAMEB molekula
esetében volt kifejezett az 50. és a 65. napok kozott (5. abra B panel). Tovabba, a [**Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB PET képeken szamottevé hattéraktivitds volt megfigyelhetd, mig a
HPBCD felvételeken a mellkasi és a hasi régidkban csak minimdlis nem specifikus
radioaktivitast detektaltunk, ami lehet6vé tette a tumorok éles koriilhatarolasat (5. abra A
panel). A szubkutan névekvd tumorok halmozéasan tul, mindkét PET sorozaton szignifikans

trészerhalmozas mutatkozott a vesékben, mely a nyomjelzok renalis kivalasztasara utal.
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5. abra MDA-MB-HER2+ tumorhordozo egerek in vivo PET felvételei

Bomléskorrigalt, tranzaxialis és korondlis PET felvételek MDA-MB-HER2+ emlétumoros
egerekrdl 35, 50 és 65 nappal a tumorindukciot kovetden és 60 perccel a [*Ga]Ga-NODAGA-
HPBCD (A panel) és a [¥Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (B panel) radiofarmakonok intravénas
injektalasa utdn. Piros nyilak: szubkutan noévekvd tumorok. PET: pozitronemisszios

tomogrdfia; p.i.: post injection/injektalast kovetden.

A vizualis megfigyeléseinket a PET képek kvantitativ analizise is megerdsitette.
Mindkét ciklodextrin nyomjelzd nagy affinitassal kotddott a HER2+ tumorokhoz (5. abra, 4.
Téablazat). 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
0,07+0,013 a 30., 50. és 65. kisérleti napokon, [**Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB: 0,02 + 0,003,
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0,03 £0,005 ¢és 0,060,009 30, 50 és 65 nappal az oltast kovetden, 6. abra). A HPBCD ¢és a
RAMEB szarmazék tumorfelvételi értékeinek dsszehasonlitasa soran a 35. €és az 50. kisérleti
napokon a HPBCD molekula szignifikdnsan magasabb akkumulaciét mutatott a RAMEB
vegyiilethez képest, azonban az utolsé iddpontban (65. nap) ez a kiilonbség mar nem

mutatkozott statisztikailag szignifikdnsnak (p < 0,05).

MDA-MB tumor
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6. abra MDA-MB-HER2+ tumorok radiofarmakon-felvételének kvantitativ PET
analizise

MDA-MB-HER2+ tumorhordozé CB17 SCID egerek kvantitativ SUV analizise 35, 50 és 65
nappal a tumorindukciot kovetden és 60 perccel a [*¥Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [%Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB radiofarmakonok intravénas injektaldsa utan. Az adatokat atlag + SD
form4jaban tiintettiik fel. p <0.05 (*). n= 3 tumoros egér/radiofarmakon/vizsgélati id6pont.
PET: pozitronemisszios tomogrdfia, p.i.: post injection/injektalast kovetéen, SCID. severe
combined immunodeficient/sulyos kombinalt immunhianyos, SD: standard deviation/szoras;

SUV: standardized uptake value/standard felvételi érték.

4. Tablazat MDA-MB-HER2+ tumorok kvantitativ SUV analizise
A [%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radiofarmakonok in vivo

crer

tumorindukciot kovetd 30., 50. és 65. napokon, 60 perccel a radiofarmakonok intravénas
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injektalasat kovetden. A tumorok radioaktivitdsa SUVmean értékekben kertilt kifejezésre. Az

adatok atlag = SD formatumban szerepelnek (n = 3 tumoros egér/radiofarmakon/vizsgalati

id6pont).
MDA-MB-
[8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD [¥Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
HER2+
nap p.i. SUVmean SUVmean
30 0,04 + 0,006 0,02 + 0,003
50 0,06 £ 0,015 0,03 £+ 0,005
65 0,07+ 0,013 0,06 = 0,009

p.i.; post injection/injektdlast kovetoen, SUV: standardized uptake value/standard felvételi

ertek.

5.1.1.2 4T1 tumorok

A szubkutan noévekvo tripla-negativ 4T1 tumorok - az MDA-MB HER2+ tumorokhoz
hasonléoan - mindkét nyomjelzd alkalmazasdval egyértelmiien azonosithatoak voltak
mindharom vizsgalati iddpontban (7. dbra). Ugyanakkor a tumorfelhalmozddas 0sszességében
magasabbnak bizonyult a radiojelezett RAMEB szarmazék esetében kiilondsen a 20. kisérleti
napon. A kordbbi megfigyelésekkel megegyezéen mindkét radiofarmakon esetében
folyamatosan novekvd trészerhalmozast észleltiink a kisérleti iddszak soran, mely a RAMEB

vegyiilet esetében kifejezettebbnek bizonyult (7. abra).
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7. abra Tripla-negativ 4T1 tumorhordozé egerek in vivo PET felvételei

Bomléskorrigalt, tranzaxialis és korondlis PET felvételek tripla-negativ 4T1 emlétumoros
egerekrdl 10, 15 és 20 nappal a tumorindukcidt kovetden és 60 perccel a [*Ga]Ga-NODAGA-
HPBCD (A panel) és a [¥Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (B panel) radiofarmakonok intravénas
injektalasa utdn. Piros nyilak: szubkutan noévekvd tumorok. PET: pozitronemisszios

tomogrdfia; p.i.: post injection/injektalast kovetden.

A vizudlis értékelés eredményeit a 4T1 tumorok esetében is kvantitativ PET adatokkal
tamasztottuk ala (8. abra, 5. Tablazat). Ennek megfeleléen mind a [*Ga]Ga-NODAGA-
HPBCD, és mind a [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB kvantitativ PET analizis erdteljes és
specifikus felhalmozodast igazolt a 4T1 tumorokban, a jelintenzitds idébeli fokozodasaval. A
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 ¢s 0,04 + 0,005 voltak (8. abra, 5.
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Tablazat). A két nyomjelzd Osszehasonlitisakor a RAMEB vegyiilet minden vizsgalt
1d6pontban kissé magasabb tumorfelhalmozodast mutatott, azonban ezek a kiilonbségek egyik

id6pontban sem bizonyultak statisztikailag szignifikansnak.

4T1 tumor

_ 0,06 - 1[68Ga]Ga-NODAGA-HPRCD  1[68Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
E
= 0,04 e
S | I 1
g - |
35 0,02 - 1
7]

0 - - -

10 15 20
Ido p.i. [nap]

8. abra Tripla-negativ 4T1 xenograftok radiofarmakon-felvételének kvantitativ PET
analizise

Tripla-negativ 4T1 tumorhordozé CB17 SCID egerek kvantitativ SUV analizise 10, 15 és 20
nappal a tumorindukciot kdvetden és 60 perccel a [¥Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [%Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB radiofarmakonok intravénas injektaldsa utan. Az adatokat atlag = SD
forméjaban tiintettiik fel. n=3 tumoros egér/radiofarmakon/vizsgalati idépont.

PET: pozitronemisszios tomogrdfia, p.i.: post injection/injektalast kovetéen, SCID. severe
combined immunodeficient/sulyos kombinalt immunhianyos, SD: standard deviation/szoras;

SUV: standardized uptake value/standard felvételi érték.

5. Tablazat Tripla-negativ xenograftok radiofarmakon-felvételének kvantitativ SUV
analizise

A [®8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radiofarmakonok in vivo
tumorindukciot kovetdé 10., 15. és 20. napokon, 60 perccel a radiofarmakonok intravénas

injektalasat kovetden. A tumorok radioaktivitdsa SUVmean értékekben kertilt kifejezésre. Az
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adatok atlag = SD formatumban szerepelnek. n = 3 tumoros egér/radiofarmakon/vizsgalati

1d6pont.
4T1 [%8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD [*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
nap p.i. SUVmean SUVmean
10 0,02 + 0,003 0,03 £ 0,002
15 0,03 + 0,006 0,03 + 0,004
20 0,04 + 0,004 0,04 + 0,005

p.i.; post injection/injektalast kovetoen; SUV: standardized uptake value/standard felvételi

értek.

5.1.2  Exvivo szervi eloszlasos vizsgalatok

Az in vivo PET eredmények aldtdmasztisara ex vivo boncoldsos szervi eloszlasos
vizsgalatokat végeztiink (9. abra, 6. Tablazat és 7. Tablazat).

A 4T1 tumorokban mindkét nyomjelzd fokozatosan ndvekvd akkumuléciot mutatott a
tumorindukcidt kovetd 10. és 15. napok kozott (9. abra A panel, 6. Tablazat). A 15. napon
regisztralt csucsfelhalmozodast ([°*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB: 3,10% =+ 0,45 %ID/g;
[%8Ga]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 koncentracioja
minden vizsgalati id6pontban diszkréten meghaladta a [**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD értékeit,
azonban ezek a kiilonbségek nem bizonyultak statisztikailag szignifikansnak (9. abra A panel,

7. tablazat).
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9. abra Ex vivo biodisztribucios vizsgalatok eredményei

A [%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD ¢és a [*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radiofarmakonok
tumorfelvételének ex vivo értékelése tripla-negativ 4T1 (A panel) és MDA-MB-HER2+ (B
panel) xenograftokban a nyomjelzk intravénas beaddsa utdn 60 perccel, valamint a
tumorindukciot kdvetd 10., 15. és 20. napokon (4T1), illetve a 35., 50. és 65. napokon (MDA -
MB-HER2+). Vizsgélati csoportonként €s iddpontonként 3 allat. *p <0,05. A %ID/g értékek

atlag £ SD formaban keriiltek megadasra. p.i.: a tumorsejtek beadasat kévetoen.

6. Tablazat Tripla-negativ 4T1 xenograftok radiofarmakon-felvételének ex vivo értékelése

A [%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD ¢és a [*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radiofarmakonok
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tumorindukciot koveto 10., 15. €s 20. napokon, illetve 60 perccel a radiofarmakonok intravénas
injektalasat kovetden. A tumorok radioaktivitasat %ID/g értékekben fejeztiik ki. Az adatok

atlag £+ SD formdban keriiltek megadasra, n = 3 tumoros egér/radiofarmakon/vizsgalati

idépont).
4T1 [8Ga]Ga-NODAGA-HPBCD [¥Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
nap p.i. %ID/g tissue %ID/g tissue
10 1,78 £ 0,61 1,99 + 0,58
15 2,65+0,51 3,10 + 0,45
20 2,11 £ 0,40 2,35+0,38

p.i.; a tumorsejtek beadasat kévetden.

Az MDA-MB-HER2+ tumorok esetében a HPBCD molekula szignifikdnsan magasabb
tumorhalmozast mutatott (p <0,05) a RAMEB molekuldhoz képest az elsé két vizsgalati
idépontban (35. nap: [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB: 2,727%+0,48 %ID/g, [*®Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD: 5,779%+ 1,06 %ID/g; 50. mnap: [*®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB:
4,929%+ 1,06 %ID/g, [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD: 10,039%+2,09 %ID/g) (9. 4bra B
panel, 7. Tablazat). A daganatok kialakulasat koveté 65. napon a [*3Ga]Ga-NODAGA-
HPBCD tumorkoncentracidja tovabbra is kissé magasabb volt a RAMEB szdrmazékhoz képest,
azonban ez a kiilonbség mar nem érte el a statisztikai szignifikanciat.

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

emelkedtek, majd a kisérlet végéig csokkenést mutattak (9. abra B panel).

7. Tablazat MDA-MB-HER2+ xenograftok radiofarmakon-felvételének ex vivo értékelése
A [%%Ga]Ga-NODAGA-HPBCD ¢és a [*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB radiofarmakonok
tumorindukciot koveto 35., 50. €s 60. napokon, illetve 60 perccel a radiofarmakonok intravénas
injektalasat kovetéen. A tumorok radioaktivitdsat %ID/g értékekben fejeztiik ki. Az adatok

atlag + SD formaban keriiltek megadasra, n = 3 tumoros egér/radiofarmakon/vizsgalati id6pont.
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MDA-MB [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD [¥Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB

nap p.i. %ID/g tissue %ID/g tissue
35 5,78+ 1,06 2,73+ 0,48
50 10,04 + 2,09 4,93 + 1,06
65 4,59 + 1,04 3,46+ 0,08

p.i.; a tumorsejtek beadasat kovetden.

51.3 [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD- és [**Ga]Ga-DOTAGA-
RAMEB-felvétel osszehasonlitaisa MDA-MB-HER2+ és 4T1
tumorokban

A bioldgiai vizsgalatokat kovetden a [**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és a [%%Ga]Ga-
DOTAGA-RAMEB in vivo felvételét tumorméret kategdriak szerint is dsszehasonlitottuk (kis,
kozepes méretii €s nagy tumorok) (10. abra).

A SUV adatelemzés alapjan a radiojeldlt HPBCD molekula felvétele szignifikansan
magasabb volt a kis méreti MDA-MB-HER2+ tumorokban, mint a méretben egyezd 4T1
daganatok esetében (p < 0,05) (6. abra A panel). Ez a tendencia a kozepes és a nagy
tumormeéret kategoridkban is fennallt, ahol az MDA-MB-HER2+ tumorok radioaktivitasa
meghaladta a 4T1 tumorokét, és ezek a kiilonbségek szintén statisztikailag szignifikdnsnak

bizonyultak (p < 0,05) (10. abra A panel). Emellett megfigyelheté volt a HPBCD

crer

A RAMEB szarmazék vonatkozasaban a kis és kozepes tumorméret-kategoridkban a
4T1 daganatok radiofarmakon-felvétele meghaladta az MDA-MB-HER2+ tumorok aktivitasat
(10. abra B panel). Ezzel szemben a nagy méretli tumorok esetében a RAMEB-felvétel a
HER2+ elvéltozasokban volt magasabb (10. abra B panel). Fontos megemliteni azonban, hogy
az aktivitaskiilonbségek egyik tumorméret kategoridban sem értek el statisztikai

szignifikanciat.
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10. abra A [*®Ga]lGa-NODAGA-HPBCD és a [®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB
radiofarmakonok tumorfelhalmozédasa a tumorméret fiiggvényében

A [®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD (A panel) és a [*®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB (B panel)
tumorméret-fliggd felhalmozddasanak  Osszehasonlitisa MDA-MB-HER2+ ¢és 4TI
daganatokban. Az SUV értékek (g/mL) atlag = SD formaban keriiltek megadasra. SUV:

standardized uptake value/standard felvételi érték.

5.14 A tumornovekedés dinamikajanak vizsgalata

Az in vivo vizsgalatokkal parhuzamosan értékeltiik a két kiilonb6z6 emlétumor intrinzik
novekedési potenciadljat (11. abra). A tripla-negativ 4T1 emlétumorok ndévekedési gorbéje
gyors sejtproliferaciot €s exponencidlisan novekvd tumorméreteket mutatott; a megfeleld

tumorvolumenek a tumorsejtek beiiltetését kovetd 10., 15. és 20. napokon rendre 75+ 13 mm?,
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212+ 24 mm? és 342 + 30 mm? voltak. Ezzel szemben a MDA-MB-HER2+ tumorok lassabban
novekedtek és a tumorméretek a beiiltetést kovetd 35., 50. és 65. napon 3044 mm?,
79+ 11 mm?, illetve 128 £22 mm? térfogatokat értek el. A két, eltérd biologiai viselkedésii

emldtumor novekedési dinamikajat a 11. abra szemlélteti.

4711 MDA-MB
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€ 400 - tumor 10  75:13 35 3024
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11. abra A 4T1 és az MDA-MB-HER2+ tumorok novekedési dinamikajanak
osszehasonlitasa

A tumorndvekedési gorbe gyors proliferaciot jelez az agressziv 4 T1 tumorok esetében, mig a
HER2+ tumorok ndvekedése fokozatos. A két tumormodell proliferacios kiillonbségeit a jobb
oldalon talalhat6 tablazat szemlélteti, harom ndvekedési fazis példdjan keresztiil: kis, kdozepes

¢€s nagy tumorok.

5.2 Tumorasszocialt hipoxia vizsgalata preklinikai
nogyogyaszati tumormodellekben PET képalkotassal

5.2.1  Invitro vizsgalatok eredményei
A CoClr-al inkubalt KB-3-1 és A2780 sejtekben kialakuld hipoxiat és az ahhoz

kapcsolodo  sejtszintli  folyamatokat radiofarmakon-felvételi (['*F]JFDG) és molekularis
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biologiai modszerekkel (Western blot) vizsgaltuk. Az eredmények alapjan a CoCl,-kezelés a

GLUT]1 gliikéztranszporter és a HK2 enzim fokozott expresszigjat idézte eld.

5.2.1.1 KB-3-1 sejtek in vitro vizsgalata
5.2.1.1.1 Sejtszintii ['*F]FDG-felvétel

A KB-3-1 sejtek ['*F]JFDG-felvétele mindharom sejtcsoportban (kontroll, 24 és 48 dran
at CoCly-inkubalt sejtek) folyamatos ndvekedést mutatott a vizsgalat végéig (60. perc) (12.
abra A panel). A legmagasabb radiofarmakon-felvételi értékeket azoknal a sejteknél
detektaltuk, amelyeket 24 6ran keresztiil kezeltiink CoCl,-al. A 24 6ran at CoClo-kezelt sejtek
mindharom mérési idopontban (15., 30. és 60. perc) szignifikdnsan magasabb radioaktivitast
mutattak mind a kontrollsejtek, mind pedig a 48 oran keresztiil CoCly-vel inkubalt KB-3-1
sejtek nyomjelzd-felvételéhez képest (p < 0,01) (12. abra A panel).
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12. abra KB-3-1 és A2780 sejtek ['*F]FDG-felvétele

A panel: 24, illetve 48 6ran keresztiil CoClz-vel inkubalt KB-3-1 sejtek, valamint a kezeletlen
kontroll KB-3-1 sejtek ['*F]JFDG-felvétele. B panel: CoClo-vel 24, illetve 48 6ran at kezelt
A2780 sejtek, valamint a kezeletlen kontroll A2780 sejtek ['*F]FDG-felvétele. *p < 0,05; **p
<0,01.A2780: humadn ovariumtumor;, CoCls: kobalt-diklorid; [*F]FDG: ["*F]fluoro-2-dezoxi-

D-gliikoz; KB-3-1: human cervixtumor.

5.2.1.1.2 Western blot analizis
A HIF-la, a GLUT1 ¢és a HK2 fehérjék expressziojanak szintjét Western blot
modszerrel hataroztuk meg (13. aAbra A panel). A CoCly-kezelés idOtartamatol fliggden a sejtek

eltéré mértéki fehérjefelhalmozodast mutattak. A kezelési 1d6tdl fiiggetleniil azonban a CoCl,
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valamennyi vizsgalt fehérje mennyiségét novelte a kezelt sejtcsoportokban a kontrollhoz
képest, ami Osszhangban 4all a kezelt sejtekben tapasztalt fokozott ['SFJFDG-felvétellel. A
részletes elemzés sordn 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 inkubdacid utan detektaltuk (13. Abra A panel).

A KB-3-1 250uM CoCL, = A2780 250 uM CoCL,

Kontroll 24h 48h Kontroll 24h 48h

o » . HIF-1a A S HIF-1a
e e aw HK-TI e ‘” HK-II

- . & GLUT-1 h . 1 GLUT-1

13. abra CoClz-vel kezelt KB-3-1 és A2780 sejtek, valamint kezeletlen kontrollsejtek
Western blot analizise

A HIF-1a, a HK2 enzim és a GLUT1 transzporter expresszidjanak mértéke CoCl,-vel inkubalt
KB-3-1 (A panel) és A2780 (B panel) sejtekben, valamint a megfelelé kontroll KB-3-1 (A
panel) és A2780 (B panel) sejtekben. 42780: human ovariumtumor; CoCl;: kobalt-diklorid;
GLUT: I-es tipusu gliikoztranszporter;, HIF-1o. hipoxia indukalt faktor-1o; HK2: hexokindz 2

enzim; KB-3-1: human cervixtumor.

5.2.1.2 A2780 sejtek in vitro vizsgalata

5.2.1.2.1 Sejtszintii ["*F]FDG-felvétel
Az A2780 sejtek [ FIFDG-felvételének elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy a CoCla-
kezelt sejtekben a radiofarmakon akkumulédcidja minden vizsgalt id6pontban meghaladta a

kontrollsejtekben mért értékeket (12. abra B panel). Ugyanakkor az inkubécids idd

crer

tekintetében. Az els6 mérési idépontban (15. perc) nem tapasztaltunk 1ényeges kiilonbséget a

24, illetve 48 o6rdn 4t CoCly-vel kezelt sejtek radioaktivitasa kozott, azonban a 30. és a 60.
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percekben a 24 oOraig inkubalt sejtcsoport ['*F]JFDG-felvétele szignifikansan meghaladta a 2
napig kezelt sejtek halmozasat (30. perc: p < 0,05, 60. perc: p <0,01).

5.2.1.2.2 Western blot analizis

Az A2780 sejtek Western blot analizisének eredményei azt mutattak, hogy a hipoxia
asszocialt HIF-1a szintje a CoClz-vel kezelt sejtekben jelentésen megnovekedett a kezeletlen
sejtekhez képest, kiillonosen a 24 oran at inkubalt sejtek esetében (13. abra B panel).
Hasonloképpen az ['8F]FDG transzportjaért felelés GLUT1 transzporter mennyisége, valamint
annak foszforilacidjat biztosito HK2 enzim szintje is emelkedettebb volt a kezelt sejtekben,

kivaltképp a 24 6rés kezelést kovetden (13. abra B panel).

5.2.2  In vivo pozitronemisszios tomografia (PET) vizsgalatok

eredményei

A hipoxids tumorokrol statikus és dinamikus PET vizsgalatokat készitettiink a

MiniPET-II kisallat PET kamera alkalmazasaval.

5.2.2.1 Statikus pozitronemisszios tomografia (PET) vizsgalatok
['®F]FAZA radiofarmakonnal

A tumorindukciot kdvetden koriilbeliil 20 nappal (20 + 5 nap), 400 £+ 80 mm3-es atlagos
tumortérfogat mellett, ['*FJFAZA radiotrészer alkalmazasaval PET vizsgalatokat végeztiink a
négyogyaszati tumorokat hordozo kisérleti allatokon. Az érvényben 1év6 ajanlasok alapjan 20
perces statikus felvételeket készitettiink a daganatokrol (Pgp- A2780, Pgp+ A2780AD, Pgp-
KB-3-1 és Pgp+ KB-V-1) a nyomjelzd intravénas beadasat kovetden 120 perccel. A kvantitativ
PET adatok elemzése alapjan nem talaltunk szignifikans 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) (14. abra). A T/M aranyokat tekintve az ['*F]FAZA-
felhalmozodas minden vizsgalt tumorban kétszer-négyszer magasabbnak bizonyult a
hattérszovethez képest, azonban az egyes csoportok kozotti kiilonbségek nem voltak
statisztikailag szignifikansak (4tlagos 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) (14. abra).
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14. abra In vivo ['*F]FAZA-felvétel kvantitativ értékelése a vizsgalt Pgp+ és Pgp- tumor
xenograftokban

A tumorok ['|FJFAZA akkumulacidja SUV (SUVmean és SUVmax) értékekben Kkeriil
feltiintetésre, valamint megadjuk a T/M ardnyokat is (atlagos és maximalis értékek).
[BFJFAZA: [1*F]F-fluoroazomycin-arabinozid; Pgp: P-glikoprotein; Pgp- A2780: Pgp-
human ovariumtumor, Pgp+ A2780AD: Pgp+ human ovariumtumor, Pgp- KB-3-1: Pgp-
human cervixtumor; Pgp+ KB-V-1: PgP+ human cervixtumor, SUV: standardized uptake

value/standard felvételi érték; T/M: tumor-to-muscle ratio/tumor-izom arany.

5.2.2.2 Dinamikus pozitronemisszios tomografia (PET) vizsgalatok

['®F]FAZA radiofarmakonnal

A statikus leképezés mellett az ['*FJFAZA-felvétel idébeli kinetikajanak vizsgalata
céljabol dinamikus PET felvételeket is készitettiink az egerekrdl (15. abra és 16. abra B
Panel). Az id6-aktivitds gorbe elemzése azt mutatta, hogy a hipoxias tumorrégiok SUVmean
értékei a 120. percig folyamatos, exponencialis novekedést mutattak, ezt kdvetden pedig
platofazis alakult ki (SUVmean: 0,67 + 0,07). Ezzel szemben a nem hipoxids hattérszévetben a
radiofarmakon felvétele csupan mérsékelt emelkedést mutatott a 30. percig (SUVmean: 0,15 +

0,05), majd - hipoxia hianydban - a nyomjelz6 kimosddott az sejtekbdl, ami a
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trészerkoncentracio folyamatos csokkenését eredményezte a 120. percig (SUVmean: 0,11 +
0,05). Megfigyeltiik tovabba, hogy a hipoxids daganatteriilet és a hattér kozotti felvételi arany
(T/M) a radiofarmakon beadésat kovetd 110-120. percben érte el a legmagasabb érteket (6,2 +
0,1). A 16. abran egy Pgp- KB-3-1 xenograft modellrdl késziilt reprezentativ dinamikus PET
képsorozaton is szemléltetjilk a nyomjelzd biodisztriblicidjanak dinamikajat (16. abra A és C
panel). A dinamikus vizsgéalat sordn a felvételeket 20 perces iddablakokban Osszegezve

abrézoltuk, a radiofarmakon beadésatol (0. perc) a mérés végéig (140. perc).

|

0.9 -
-»-Hatter

0.8 1 -=Hipoxias teriilet
0.7

0.6
0.5
0.4

SUVmean

0.3
0.2

0.1

0 I I I I I I I
0 20 40 60 80 100 120 140

Id6é [min]

15. abra ['SF]FAZA-felvétel kinetikaja
Az id6-aktivitis gorbe az ['|F]JFAZA-felvétel idobeli alakuldsat szemlélteti a hipoxids
tumorrégiokban és a nem hipoxids hattérszovetben. [I*F]FAZA: ["*F]F-fluoroazomycin-

arabinozid; SUV: standardized uptake value/standard felvételi érték.
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16. abra ['*F]FAZA-felvétel kinetikaja hipoxias tumorrégioban és nem hipoxias teriileten
A és C panelek: reprezentativ, bomlas-korrigalt ['8F]JFAZA PET felvételek Pgp- KB-3-1
xenograftrdl az injektalastol (0. perc) a dinamikus felvétel végpontjaig (140. perc), 20 perces
idéintervallumokban abrazolva. B panel: ['®FJFAZA-felvétel id6beli kinetikdja a hipoxids
(piros vonal) tumorteriileten és a nem hipoxias (fekete vonal) régidban. Pgp- KB-3-1: Pgp-

human cervixtumor, SUV: standardized uptake value/standard felvételi érték.

5.2.2.3 Pozitronemissziés tomografia (PET) vizsgalatok ['*F]FDG és
['*F]FAZA radiofarmakonokkal

A tumorok életképességének, valamint gliikozanyagcseréjének jellemzése céljabol a
hipoxiaspecifikus ['®FJFAZA alkalmazasaval végzett PET vizsgalatokat ['*FJFDG PET

leképezéssel egészitettiik ki (17. abra). A két kiilonbozo radiofarmakonnal végzett képalkoto

68



vizsgélatot minden esetben egy napon beliil végeztiik el. A 20 perces statikus ['*F]JFDG PET
gyljtés a radiojelzett glikkdzanalog intravénas beadasat kovetden 40 perccel tortént. Az
['8F]FDG PET felvételek elsésorban a daganatok viabilitdsanak és metabolikus aktivitasanak
megitélését szolgaltdk. Emellett a képelemzés soran olyan intratumoralis régiok azonositasara
is torekedtiink, amelyek fokozott ['*F]FDG-felvételt mutattak, és egyidejlileg ['SFIFAZA-
pozitivnak is bizonyultak.
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17. abra ['®F]FDG és ['"®F]FAZA PET vizsgalatok KB-3-1, KB-V-1, A2780 és A2780AD
tumorhordozé SCID egerekral

Reprezentativ, bomlas-korrigalt koronalis ['*F]JFDG (elsd oszlop) és ['*F]JFAZA (masodik
oszlop) PET felvételek KB-3-1/KB-V-1 (felsé sor) ¢és A2780/A2780AD (alsé sor)
xenograftokrol. A fekete nyilak a Pgp-, a piros nyilak a Pgp+ tumorokat jeldlik. //*F/FDG:
[P F]fluoro-2-dezoxi-D-gliikéz;  [1*F]JFAZA:  [F]F-fluoroazomycin-arabinozid; ~ PET:
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pozitronemisszios tomografia; Pgp: P-glikoprotein, Pgp- A2780: Pgp- human ovariumtumor;
Pgp+ A27804D: Pgp+ human ovariumtumor, Pgp- KB-3-1: Pgp- human cervixtumor, Pgp+
KB-V-1: PgP+ human cervixtumor; SCID: severe combined immunodeficient/sulyos kombinalt

immunhianyos; SUV: standardized uptake value/standard felvételi érték.

Az ["®F]FDG valamennyi vizsgalt tumorxenograftban kifejezetten heterogén eloszlast
mutatott, ami a daganaton beliili egyes régiok igen magas gliikdzmetabolizmusara utal. Jelentds
kiilonbséget figyeltiink meg az intenziv ['*F]JFDG halmozast tumorteriiletek SUVmean értékei
(2,72 £ 0,23) ¢és az alacsony halmozast mutato régiok SUVmean értékei (1,2 + 0,36) kozott.
Ennél is markéansabb intratumoralis felvételi eltéréseket tapasztaltunk az [ '*FJFAZA nyomjelzd
esetében, ahol az erdsen ['FIFAZA-pozitiv teriiletek radioaktivitdasa (SUVmean: 0,86 + 0,06)
hatszor-hétszer magasabbnak bizonyult az ['F]JFAZA-negativ régiokhoz képest (SUVmean:
0,11 + 0,05) (18. abra). Megfigyeltiik tovabba, hogy az intenziv ['8F]FDG-felvételt mutato
intratumoralis teriiletek atfedést mutattak a hipoxias, ['*FJFAZA halmozo6 tumorrégiokkal (19.

abra).
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18. abra Az intratumoralis ["*F]FDG- és ['®F]FAZA radiofarmakon-felvétel kvantitativ

értékelése
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['"8F]FDG/['F]FAZA-pozitiv (+), illetve negativ (-) intratumoralis régiok atlagos SUVmean
értékei. **p <0,01. SUV: standardized uptake value/standard felvételi érték.
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19. abra Hipoxias tumorteriiletek ['*F|[FAZA és ['*F|[FDG PET felvételei

Reprezentativ, bomlas-korrigalt, koronalis PET képek szemléltetik az ['FIFAZA (els6 oszlop)
és az ['"®F]JFDG (masodik oszlop) radiofarmakonok hipoxi4s tumorokban mutatott felvételi
mintdzatat. A piros nyilak a két radiofarmakon felvételének térbeli atfedéseit jelolik. PET:

pozitronemisszios tomogrdfia, SUV: standardized uptake value/standard felvételi érték.



6 Megbeszelés

Figyelembe véve a PGE2 ¢és az EP receptorok tumor-asszocidlt angiogenezisben
betoltott kdzponti szerepét, feltételeztiik, hogy ezen faktorokat célzd6 molekularis vektorok
értékes eszkozok lehetnek az emlorak in vivo molekuléris képalkotasdban. A radiojelzett
ciklodextrinekkel végzett, PGE2 tultermeld tumorok azonositasara iranyuld korabbi, igéretes
preklinikai kisérleti eredmények (Csige és mtsai., 2022; Trencsényi €s mtsai., 2020) arra
inspiraltak kutatécsoportunkat, hogy jelen kisérletiinkben teszteljiilk a radioaktivan jelolt
ciklodextrin nyomjelzék alkalmazhatosagat emldtumorok diagnosztikdjaban. Ennélfogva
kutatasunk elsd részében kiilonbozd, *8Ga izotoppal jeldlt ciklodextrin-szarmazékok (HPRCD
¢s RAMEB) diagnosztikai hatékonysagat értékeltiik €és hasonlitottuk 0Ossze kiillonbozo
receptorstatuszu experimentalis emlétumor-modellekben (MDA-MB-HER2+ és 4T1) in vivo
PET technika és ex vivo, boncoldsos szervi eloszldsos vizsgélatok segitségével. Tovabbi
céljaink kozott szerepelt a tumorok PGE2 termelése és a ciklodextrin alapt radiofarmakonok
felvétele kozotti osszefliggések vizsgalata is.

A radiojeldlt ciklodextrinekkel végzett in vivo vizsgalati eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy mind a szubkutan transzplantalt tripla-negativ 4T1, mind pedig a
receptorpozitiv MDA-MB-HER2+ tumorok jol abrazolodtak a PET felvételeken, ami igazolja,
hogy a [®®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [*®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD radiofarmakonok
igéretes PET diagnosztikai agensek lehetnek az emldrakok in vivo detektalasaban. Legjobb
ismereteink alapjan ez az els0 tanulmany, amely a ciklodextrin alapat PET préobak
emlddiagnosztikai alkalmazhatdsagardl szamol be. Eredményeinkkel egyetértésben szamos
korabbi preklinikai munkaban is beszamoltak a radiojelzett ciklodextrin-szarmazékok
onkodiagnosztikai hasznosithatdsagarol (Csige és mtsai., 2022; Képes és mtsai., 2024; Szabo
¢s mtsai., 2023; Trencsényi és mtsai., 2020). Ezekben a kutatasokban a RAMEB és a HPBCD
molekuldk kiilonb6zd izotopokkal jelolt valtozatait (°3Ga, 2!3Bi, >Mn) sikerrel alkalmaztak
eltér6 daganattipusok, példaul fibroszarkoma, B-sejtes limfoma, malignus melanoma,
hasnyalmirigy-adenokarcindbma vagy mezoblasztos nefroma PET technikaval torténd
detektalasara (Csige €s mtsai., 2022; Képes €s mtsai., 2024; Szabo és mtsai., 2023; Trencsényi
¢és mtsai., 2020).

A ciklodextrinek PGE2-vel torténd kivaléo komplexképzd képessége alapjan (Sauer és
mtsai., 2017; Szabd ¢és mitsai., 2023) a detektalt tumorfelvételek a vizsgalt emlétumor
xenograftok PGE2 pozitivitasat tiikrozhetik, mely dsszhangban 4ll korabbi, 4T1 sejtvonalakon
kapott eredményekkel (Mitsuhashi és mtsai., 2004). Ambar az alkalmazott tumorok pontos
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PGE2 expressziés mintdzata még nem teljeskoriien feltart; adataink arra utalnak, hogy a
tumorokban regisztralt radioaktivitas Osszefiiggést mutathat a tumoros mikrokdrnyezetben
mérhetdé PGE2 koncentracidval, valamint a daganatok EP receptor expresszidjaval. Ezen
hipotézisiink Osszhangban all Szabo és munkatarsainak (2023) megfigyeléseivel, akik
kozvetlen kapcsolatot irtak le a [°*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB/[**Ga]Ga-NODAGA-HPBRCD-
felvétel és az immunhisztokémiai mddszerrel meghatdrozott PGE2 szintek kozott tobb
preklinikai tumormodellben, tobbek kozott BI6F10 melanoma, A20 limfoma és BxPC-3
pankreédsz adenokarcinoma-modellekben (Szabd és mtsai., 2023).

Az in vivo PET képalkotds eredményei alapjan tehat mindkét emldtumor jol
abrazolodott mindkét ciklodextrin alapti nyomjelzdvel, azonban a két emlétumor
radiofarmakon-felvételei kozott jelentds kiillonbségek mutatkoztak. Ez a megfigyelés a 4T1 és
az MDA-MB-HER2+ elvaltozasok kiilonb6zd EP receptorprofiljaval, illetve a tumorokon
beliilli és a tumorok kornyezetében mérhetd eltér6 PGE2 szintekkel magyardzhato.
Kiilonbségeket talaltunk tovabba egy adott tumortipuson beliil a két ciklodextrin-szarmazék
akkumulacidja kozott is. Ugyan a RAMEB és a HPBCD tumorkoncentracidja szoros
Osszefiiggésben allhat a PGE2 és receptorainak jelenlétével, a ciklodextrin vegyiiletek eltérd
intratumoralis felvételi értékei mogott szdmos mas tényez0 is felmeriil. Ebben a vonatkozasban
feltételezziik, hogy a RAMEB ¢és a HPBCD molekuldk célmolekuldhoz valé affinitasaban
mutatkozo kiilonbségek, valamint az esetleges nem specifikus, off-target aktivitasok
magyarazatot adhatnak a PET szondak daganattipuson beliil megfigyelt halmozasi
kiilonbozdségeire. Tovabba a két ciklodextrin eltérd farmakokinetikai tulajdonsagai, illetve az
ehhez kothetd kiilonb6zo kimosddasi (wash-out) dinamikdk szintén hozzdjarulhatnak a
radiofarmakonok egyazon tumoron beliil megfigyelt felvételi mintazatai kozott tapasztalt
kiilonbségekhez.

A radiofarmakon-felvételi kiilonbozoségek ellenére mindkét trészer esetében az 1do
elorehaladtaval folyamatosan névekvd tumorakkumulacié volt kimutathatd. Feltételezésiink
szerint a fokozott angiogenezis, valamint a proangiogén faktorok (PGE2 és receptorai)
emelkedett szintje egylittesen eredményezheti ezt a felvételi tendenciat, ami valoszinisithetéen
sulyosabb malignitasra és nagyobb metasztazisképzd hajlamra utalhat. Hozza kell tenni
azonban, hogy ezen hipotézis teljeskorli igazolasahoz részletes immunhisztokémiai és Western
blot vizsgalatok sziikségesek. Tovabba sziikséges megemliteni, hogy a két tumortipus
trészerfelvételeinek kozvetlen Osszehasonlitasat az eltérd idopontokban végzett képalkotas is
korlatozza (4T1: a tumorsejtek injektalasat kovetd 10., 15. és 20. napokon vs. MDA-MB-
HER2+: 35., 50. és 65. napokon).
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Az emldtumorokkal végzett kutatdsunk masodik részében vizsgaltuk a tumorndvekedés
kinetikdjat, illetve azt, hogy van e kiilonbség a nyomjelzok felvételének mértéke kozott a
kiilonbozé meéretli - kis, kozepes €s nagy - emldtumorokban. Megfigyeléseink alapjan
megallapithatjuk, hogy mind a gyorsan névekvd 4T 1, mind pedig a lassabb {itemben proliferald
MDA-MB tumorok kimutathatd mértékii radioaktivitdst halmoztak fel minden mérési
idépontban mindkét nyomjelzdvel. Mindezeket figyelembe véve arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy fiiggetleniil a tumorndvekedési potencialtol, a **Ga-jel5lt RAMEB és a HPRCD
is kittinden alkalmas a malignus emlétumorok molekularis diagnosztikajara. Ez a megallapitas
Osszhangban 4ll a fentebb részletezett in vivo eredményeinkkel is.

Annak ellenére, hogy mindkét alkalmazott radiofarmakonnal mindkét daganattipus
sikerrel azonosithaté volt, a [*®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB és a [**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD
diagnosztikai teljesitménye szamottevd eltéréseket mutatott a tumor tipusatdl €s méretétdl
figgéen, mely jelentds klinikai relevancidval birhat. A PET adatok elemzésekor azt
tapasztaltuk, hogy a HPBCD szarmazék - tumormérettdl fiiggetleniil - jobb teljesitményt
mutatott a HER2+ elvaltozasok detektalasaban. Ezzel ellentétben azonban, a RAMEB
szarmaz¢k tumortargetalo képességét nagymértékben befolyasolta a tumor mérete. E szerint a
RAMEB molekula a kis és kozepes méretli 4T1 elvaltozasok, illetve a nagy méreti MDA -MB-
HER2+ tumorok kimutatasaban bizonyult eredményesebbnek. A két nyomjelzé kozott
tapasztalt méretfiiggd tumorhalmozasi kiilonbségek ellenére, a nagy tumorok esetében mindkét
nyomjelzé6 az MDA-MB tumorokat vizualizalta jobban a 4T1 tumorokhoz képest. Ennek
hatterében azt feltételezziik, hogy a receptorpozitiv MDA-MB tumorokhoz képest a tripla-
negativ emlétumorok agresszivebb természete korabbi tumor dedifferenciaciohoz ¢és
kovetkezményes csokkent angiogén aktivitdshoz vezet, ami végiil alacsonyabb PGE2/EP
receptorszintet €s ciklodextrinfelvételt eredményez. Tovabba érdemes megemliteni, hogy a
tumorok leképezési ideje kozotti kiillonbségek, a hipoxia vagy a kronikus gyulladas jelenléte
szintén befolyasolhatja az egyes tumorok aktivitasat.

A fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy a PGE2 ¢és az EP receptorok szelektiv célzasa
révén a radioaktivan jelolt ciklodextrinek uj, kimagaslo specificitassal rendelkezd alternativat
jelenthetnek az onkonuklearis képalkotas gold-standardjanak szamito ['*F]JFDG-vel szemben.
A ciklodextrin alapt PET éagensek alkalmazasaval lehetéség nyilik az ['®F]JFDG bizonyos
korlatainak - példaul bizonyos emldtumor altipusok esetében (lobularis vagy alacsony gradust
elvaltozéasok) észlelhetd alacsony specificitas vagy csokkent szenzitivitas - a kikiiszobdlésére.
Ezen feliil, figyelembe véve a PGE2/EP receptorok ndgyogyaszati malignus

megbetegedésekben betdltdtt prognosztikai relevancigjat, ezek a nyomjelzék fontos
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prognosztikai informdciokkal is szolgalhatnak (Dietlmeier és mtsai., 2020; Semmlinger €s
mtsai., 2018). Tovabba, a ciklodextrin alapt PET vektorok kiilondsen értékesek lehetnek
alacsony vagy heterogén ['3F]JFDG-felvételt mutaté daganatokban, valamint olyan klinikai
kontextusban, ahol az angiogenezis a tumorprogresszio f6 mozgatérugdja. Osszességében
tehat, a radiojelzett ciklodextrinek szélesitik az emlérdk molekuldris képalkotasaban jelenleg
rendelkezésre 4llo diagnosztikai agensek spektrumat. Ezen kiviil, a ciklodextrinek terapids
izotopokkal valé radiojelzésének lehetdsége biztositja a vegyiiletek teranosztikumként torténd
felhasznalasat is, ami a pontos diagnosztika mellett célzott onkoldgiai kezelést is lehetdve tesz.

Vizsgalatunk masodik részében célunk volt annak értékelése, hogy az ['’FIFAZA PET
és az ['"*FJFDG PET kombinalt hasznalata képes-e az ['|F]JFDG oOnmagaban torténd
alkalmazasabol eredd nem specifikussdg csokkentésére a tumorhipoxia kimutatdsanak
vonatkozasaban. Ennek érdekében multidrog-rezisztens (Pgp+) és multidrog-szenzitiv (Pgp-)
human ovérium- ¢és cervixkarcinoma xenograftokat hordozdo SCID egérmodellekrdl
(petefészek: A2780 Pgp- és A2780AD Pgp+; méhnyak: KB-3-1 Pgp- és KB-V-1 Pgp+)
['8F]FDG PET és ['*F]FAZA PET felvételeket készitettiink, majd dsszehasonlitottuk a hipoxias
tumorok radiofarmakon-felvételi mintdzatait. A vizsgalatsorozat keretén beliil Western blot
analizis és in vitro ['*FJFDG-felvételi mérések (KB-3-1 és A2780 sejtek) is tortének a hipoxia
jelenlétének igazolésara.

A Western blot eredmények alapjan - melyek a HIF-1a,a GLUT1 transzporter és a HK2
enzim fokozott expresszidjat mutattdk a CoCly-kezelt sejtekben - megallapithatjuk, hogy a
hipoxia indukcié mindkét sejtvonalban sikeres volt. Ezen megallapitas 6sszhangban van mas
kutatocsoportok eredményeivel (Busch €s mtsai., 2010; Guo és mtsai., 2006; Vengellur és
LaPres, 2004). Kisérletiinkh6z hasonléan, Vengellur és LaPres, Busch és munkatarsai,
valamint Guo és munkatarsai szintén CoCl-t hasznaltak hipoxia létrehozéasara kiillonb6zo
tipust sejtekben, példaul egér embriondlis fibroblasztokban (Vengellur és LaPres, 2004),
human keratinocitdkban (Busch és mtsai., 2010) és leukémids sejtekben (Guo és mtsai., 2006).
Eredményeinkkel egyetértésben, munkajuk soran igazoltak a HIF-1a fokozott kifejezodését
CoCl, alkalmazasaval Osszefliggésben. A prolil-hidroxilaz enzim aktivitasanak gatlasaval a
CoCl; stabilizalja a HIF-1a-t, ami szamos fehérje, tobbek kozott a GLUT1 gliikdztranszporter
¢s a HK2 enzim fokozott transzkripcidjdhoz vezet (Hayashi és mtsai., 2004; Mathupala és
mtsai., 2001; Vengellur és LaPres, 2004). Bar ezzel 6sszhangban mindkét CoCl,-inkubalt
sejtvonal - filiggetleniil az inkubacid hosszatol - fokozott mértékii GLUT1 ¢s HK2 expressziot
mutatott a kontrollsejtekhez képest, a kiillonb6z6 ideig (24 vagy 48 o6ra) inkubalt sejtek
fehérjeexpresszidjanak mértékében megfigyelt kiillonbségek arra utalhatnak, hogy a GLUTI és
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a HK2 transzkripcidjat a hipoxia jelenlétén kiviil egyéb mas tényezdk is meghatarozhatjak.
Ezen kiviil valoszinisitjiik, hogy a 48 o6ran keresztiil CoCl,-kezelt KB-3-1 sejtekben észlelt
alacsonyabb GLUT1 és magasabb HK2 szintek a 24 6ran at inkubalt KB-3-1 sejtekhez képest
arra utalhatnak, hogy ebben a sejttipusban a gliikozfelvétel nagy része 24 oran beliil
megtorténik, magyarazva a magasabb GLUT1 expressziot a 24 6raig kezelt sejtekben, mig a
HK2 enzim medidlta gliikozmetabolizmus javarészt 24 6ra utdn kovetkezik be. Ezzel szemben
az A2780 sejtek Western blot analizise azt mutatta, hogy a GLUTI ¢és a HK2 enzim
kifejezddése is a 24 orés inkubaciot kovetden volt a legmagasabb, ami azt jelezheti, hogy maga
a sejttipus is befolyasolja a fehérjék transzkripcidjat. Eredményeinkkel egyetértésben Clavo és
munkatarsai szintén fokozottabb GLUT1 expresszidt tapasztaltak a hipoxidanak (1,5% O,) kitett
petefészektumorsejtekben a 1égkdri oxigén (20% O») alatt 1évo sejtekhez képest (Clavo és
mtsai., 1995). Burgman és kollégdi azonban nem tapasztaltak hipoxia indukalta HIF-
lo/GLUT1/HK2 emelkedett kifejezodésére utaldo jeleket MCF-7 emldtumorsejtekben
(Burgman ¢és mtsai.,, 2001), ami szintén aldtdmasztja hipotézisiinket, miszerint e fehérjék
expresszidjat szamos tényezd egylittesen hatdrozhatja meg.

A sejtszintli [ B FJFDG-felvételi mérések vonatkozasaban megallapitottuk, hogy mindkét
CoClz-vel inkubalt, hipoxias sejtvonal - a HIF-1a jelenlétével dsszefliggésben - magasabb in
vitro radiofarmakon-akkumulaciot mutatott a kontroll, kezeletlen sejtekhez képest. Ezek
alapjan elmondhatjuk, hogy az ['*F]FDG-felvétel mérése sikeresen alkalmazhatd modszer a
kémiailag indukalt hipoxia jelenlétének kimutatdsara.

A KB-3-1 sejtek esetében a Western blot analizisek eredményei 6sszhangban voltak az
in vitro radiofarmakon-felvételi vizsgalatok eredményeivel. Ezen sejtvonal esetében a CoCl,
inkubacié utan egy nappal megfigyelt legmagasabb HIF-lo és GLUTI expresszionak
megfelelden, a legmagasabb ['3F]FDG-felvételt szintén 24 oOra utdn regisztraltuk, ami
megerdsiti a radiofarmakon-halmozas mértéke és az alacsony oxigenizacido kozotti pozitiv
korrelaciot. Az A2780 sejtvonal kapcsan a hasonld Western blot és radiofarmakon-felvételi
mérési eredmények szintén alatdmasztjak az ['FJFDG akkumulacié és a hipoxia kozotti szoros
Osszefiiggést. Korabbi irodalmi adatok szintén az ['*F]JFDG/[*H]JFDG koncentraciojanak
emelkedésérdl szamoltak be alacsony oxigenizaltsdgii mikrokdrnyezetben fej-nyaki laphamrak
(UT-SCC-5 ¢és UT-SCC-20) (Minn és mtsai., 1996), valamint androgénfiiggetlen (PC-3) és
androgénérzékeny (LNCaP) prosztatardk sejtvonalakban (Hara ¢és mtsai., 2006), mely
egyetértésben van jelenlegi eredményeinkkel. Hasonloképpen, Pedersen és tarsszerzoi is
megnodvekedett ['FJFDG koncentraciot tapasztaltak CPH B54 human kissejtes tiidétumor
(SCLC) sejtekben 9sszhangban a megnovekedett GLUT1 transzporter szintekkel (Pedersen és
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mtsai.,, 2001). Tovabba, human daganatsejtek radiotrészer-halmozasat kiilonb6zo
szintén emelkedettebb ['*F]FDG-felvételt figyeltek meg HTB 77 IP3 petefészek- és HTB 63
melandma tumorsejtekben anoxias és hipoxias (0%, 1,5%, 5% O,) koriilmények kozott
Osszehasonlitva a normoxids allapottal (20% O;) (Clavo és mtsai., 1995). Mindezek alapjan
elmondhaté, hogy az ['|F]FDG radiofarmakon-felvételi mérési eredményeink igazoltak a
hipoxia jelenlétét mindkét vizsgalt sejtvonalban.

A hipoxia vizsgalatsorozat masodik részében in vivo ['®F]JFDG PET és ['*F][FAZA PET
felvételeket készitettliink cervix- és ovariumtumor xenograftokrol, annak vizsgalata céljabal,
hogy a dualis PET képalkotéas hordoz e relevans tobbletinformaciot a tumor-asszocialt hipoxia
vonatkozasaban. A statikus ['SF]JFAZA PET képek elemzése soran valamennyi négyogyaszati
tumortipus esetében heterogén radiofarmakon-akkumulaciot tapasztaltunk, mely a hipoxias
régiok tumoron beliili egyenldtlen eloszlasdra utal. Ez a felvételi mintdzat nagyrészt
Osszefiiggésben 4llhat a hipoxia kialakuldsanak dinamikus jellegével, a tumoros
mikrokdrnyezetben hipoxia hatdsdra kialakulé véltozasokkal, adaptiv metabolikus
valtozasokkal illetdleg a tumorprogesszioval 0Osszefliggd eltérésekkel. Eredményeinkkel
egyetértésben, korabbi megfigyelések HCT116 kolorektalis tumor xenograftokban szintén
inhomogén ['*F]JFAZA-halmozasrol taniskodnak (Hammond és mtsai., 2014). Hasonloképpen,
[8FIFAZA-t vagy az els6 generacios NI-szarmazék ['*F]JFMISO-t alkalmazé korabbi klinikai
tanulmanyokban is heterogén hipoxiamintazatot tapasztaltak elérehaladott stddiumi nem
kissejtes tiidotumorok (NSCLC) és fej-nyaki malignitasok esetében (Bollineni és mtsai., 2013;
Kerner ¢és mtsai., 2016; Lee és mtsai., 2009).

A vizualis értékelést az ['*F]JFAZA PET képek kvantitativ elemzése kovette, mely soran
SUV és T/M értékek keriiltek meghatarozasra. A multidrog-rezisztens és multidrog-szenzitiv
elvaltozasok ['®F]JFAZA-felvételeinek Osszehasonlitdsa soran nem mutatkozott szignifikans
kiilonbség azok SUVmean értékei kozott, ami arra utal, hogy a PgP jelenléte nem befolyésolta
a tumorok nyomjelzéfelvételét a vizsgalati idOszak alatt. Ezen feltevésiink megerdsitéséhez
ugyan hosszabb kisérleti id8szakok sziikségesek, feltételezziik, hogy az ['*F]JFAZA hasonld
diagnosztikai pontosaggal bir terapiaszenzitiv és terdpiarezisztens elvaltozasokban egyarant,
mely klinikai szempontbdl 1ényeges megallapitas lehet. A tumorok hattérhez képest tapasztalt
2x-4x magasabb [!’F]JFAZA akkumulacidja magas kontraszti PET képek készitését tette
lehetdvé, ami biztositja a hipoxids tumorrégiok pontos elkiilonitését a normal, megfeleld
oxigenizaltsagl szovetektdl. A tapasztalt jobb képmindség az ["*)F][FAZA kedvezo oldhatosagi

tulajdonsagainak tulajdonithatd, amelyek lehetévé teszik a fokozott tumorfelvételt és a vérbol
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torténd gyors kiiiriilést, ezaltal jobb jel-zaj aranyt biztositva mar a korai vizsgalati iddpontokban
is. Eredményeink dsszhangban allnak SCCVII laphamkarcinoma experimentalis modellekben
kordbban meghatarozott tumor-hattér aranyokra vonatkoz6 preklinikai adatokkal (Busk és
mtsai., 2009). Friss vizsgalati adatok alapjan tovabba elmondhatjuk, hogy az ['*FJFAZA T/M
aranyai meghaladjak méas NI-szarmazékok értékeit, példaul az ['*FIFMISO és az ['>*1]IAZA
esetében kozolteket (Piert és mtsai., 2005; Reischl és mtsai., 2007).

A statikus leképezést kovetben az ['|FJFAZA-felvétel idSbeli kinetikdjanak
tanulmanyozasara dinamikus PET felvételeket is készitettiink. Az idd-aktivitds gorbék
elemzése soran megallapitottuk, hogy a hipoxias tumorteriiletek nyomjelzéfelvétele a 120.
percig exponencialis novekedést mutatott, majd egyensulyi féazis alakult ki. A
megfigyeléseinkhez hasonloan az ['SF]JFAZA aktivitasa spontan malignus daganatos kutyak
hipoxias tumorrégioiban is koriilbeliil 120 perc elteltével érte el a platéfazist (Choen €s mtsai.,
2023). Ezzel szemben a nem hipoxias szovetekben a radiofarmakon-felvétel vizsgalatunk 30.
percében érte el maximumat, majd ezt kovetden a trészer gyors kimosodasat tapasztaltuk.
Ennek hétterében az all, hogy hipoxia hidnyaban a sejtek altal felvett ['*FJFAZA reaktiv
(redukalt) formdja intracelluldrisan reoxidalodik, ami a nyomjelzé normoxias sejtekbdl torténd
kimosodéasdhoz vezet (Foo és mitsai., 2004). Ezzel szemben Choen és munkatdrsai az
regisztraltak (Choen és mtsai., 2023). Munkéankhoz hasonloan, korabbi preklinikai kutatdsok
soran is a nyomjelzd injektdlasa utan 2 oraval regisztraltak a legmagasabb T/M értékeket
(Peeters és mitsai., 2015). Peeters és kollégai R1 rabdomioszarkéma hordozé WAG/Rij
patkanyokkal végzett kisérletiikben az ['SF]JFAZA injektalasat kovetd 2 oOraval mérték a
maximalis T/M aranyt (4,0 £ 0,5). Mindezek alapjan ugy tiinik, hogy a hipoxias és normoxias
teriiletek ['*F]JFAZA-val torténd legjobb megkiilonboztetésére a kétoras vizsgalati idépont lehet
a legoptimalisabb.

Valamennyi tumor-xenograftrol az ['*FJFAZA PET képalkotast kdvetden ['FIFDG
PET leképezés is tortént. Az ['F]JFAZA-felvételhez hasonldan inhomogén ['*FIFDG-felvételt
tapasztaltunk a tumorokban. Figyelembe véve, hogy az ['|F]FDG-felvételt dontden
meghataroz6 GLUT transzporterek kifejezddését a hipoxia-asszocialt HIF-la regulélja
(Bollineni és mtsai., 2013; Semenza, 2000), a tapasztalt heterogén ['*F]JFDG radiofarmakon-
felvételi mintazat szintén megerdsiti a hipoxia egyenldtlen eloszlasat a vizsgalt ndgydgyaszati
tumorokon beliill. Tovabba, a magas ['*F]JFDG-felvételi és az ['|FJFDG-felvétel
nélkiili/alacsony ['®F]FDG-felvételli tumorrégiok SUVmean értékei kozott regisztralt jelentés

kiilonbségek eltéré tumoron beliili glikolitikus aktivitasra és gliikdzmetabolizmusra utalnak.
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Eredményeinkhez hasonldan, szamos preklinikai modellben példaul LS174T (Dearling és
mtsai., 2004) és HT29 kolorektalis tumorokban (Li és mtsai., 2014), az MDA-MB-231
emlétumorban (Li és mtsai., 2014), valamint az A549 (Li és mtsai., 2014; Wyss €s mtsai.,
2006), H520 és H596 NSCLC-ben (Wyss és mtsai., 2006), a Caki vesesejtes karcindmaban
(Wyss és mtsai., 2006) vagy az SK-N-BE neuroblasztémaban (Wyss és mtsai., 2006) szintén a
megndvekedett ['BF]FDG-felvétel és a hipoxia szoros korrelaciojat igazoltak.

Az ['"8F]FDG intratumoralis eloszlasaval dsszhangban a tumorokon beliili ['SF]JFAZA-
felvétel is egyenldtlen volt, mely megfigyelés még inkdbb megerdsiti a hipoxia heterogén
eloszlasat a jelenleg vizsgalt tumorokban. Ambar mindkét radiofarmakon esetében szignifikans
kiilonbségeket figyeltiink meg a trészer-avid és a nem halmozé tumorrégiok SUVmean értékei
kozott, az intratumoralis radiofarmakon-felvételi kiilonbségek sokkal nagyobbnak bizonyultak
az ['8FJFAZA esetében, ami a hipoxia detektalasaban mutatott nagyobb specificitasara utal a
radiojelzett gliikozanaloghoz képest. Az ['*F]JFAZA magasabb specificitasat tovabba az is
alatamasztja, hogy kizarolag hipoxias koriilmények kozott akkumulalodik a sejtekben, mig az
['®F]FDG-felvétele a hipoxia kovetkeztében fokozott metabolizmust malignus szévetekben és
bizonyos joindulati folyamatokban, példaul gyulladédsban vagy fertdzésben is egyarant
emelkedett.

Lényeges azonban megjegyezni, hogy az ['®F]JFDG nem specifikus jellege miatt a
magas radioaktivitdsi tumorteriiletek halmozéasanak hatterében a hipoxia mellett tumor-
asszocialt gyulladasos folyamatok is allhatnak. Tovabba, a normoxias sejtekben kifejez6dod
HIF-1a szintén hozzajarulhat a nem specifikus [ !*F]FDG-felvételhez (Brown és Wilson, 2004;
Talks és mtsai., 2004). Mindezek mellett érdemes megemliteni, hogy a rendelkezésre allo
irodalmi eredmények ellentmondasosak az ['|FJFDG-halmozas és a hipoxia kozotti
Osszefliggés vonatkozasdban (Mees ¢és mtsai,, 2009). Egyes tanulmanyok példaul
megkérddjelezték a nyomjelzd hipoxia detektalasdban vald alkalmazhatosagat (Christian és
mtsai., 2010; Lopci és mtsai., 2014). Mindezeket értékelve és figyelembe véve a részletezett
igéretes ['®FJFAZA PET eredményeket, feltételezziik, hogy a NI-szarmazékkal végzett PET
leképezés potencialis kiegészit6je lehet az ['*F]JFDG PET képalkotasnak.

A statikus PET leképezéseket kovetden dsszehasonlitottuk a két nyomjelzdvel késziilt
felvételeket annak vizsgalata érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy az ['|F]FDG PET
képalkotas ['*FJFAZA PET-tel torténd kiegészitése képes-e az ['F]FDG PET leképezésbil
adodd lehetséges alpozitiv eredmények kikiiszobolésére. Tovabba, az ['|F]FDG avid
tumorrégiokban fennalld hipoxia igazolasara elemeztiik az ['*F]FDG és az ['*F]JFAZA PET
képek kozotti térbeli atfedéseket. A PET képek kozott megfigyelt térbeli korrelacio
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megerdsitette a hipoxias teriiletek jelenlétét az ['SFJFDG-pozitiv, azaz metabolikusan aktiv
tumorrégiokon beliil. Eredményeink alapjan gy gondoljuk, hogy a hipoxia legnagyobb
valoszinliséggel a fokozott metabolikus aktivitasi tumorteriileteken fordul el6 fiiggetleniil az
egyébként heterogén intratumoralis jelenlététél. Mivel a magas ['|FJFDG-felvételii
tumorrégiok nagyobb valdszinliséggel mutattak ['SFJFAZA-pozitivitast, és az ["*F]FDG
halmozas pozitivan korrelalt a hipoxia jelenlétével, feltételezziik, hogy az ['*F]FDG-felvétel
mérteke ¢és a 1éziok SUV értékei alapjan eldrejelezhetd, hogy a megndvekedett
gliikézanyagcsere hatterében az alacsony oxigénellatottsaig vagy mas, nem specifikus
folyamatok allnak. Meg kell emliteni tovabba, hogy a két radiofarmakon felvételi mintdzatai
kozotti részleges atfedés azt sugallja, hogy a tumorhipoxia és a glilkbzmetabolizmus nem
feltétleniil allnak mindig egymassal osszefiiggésben. Ezzel 6sszhangban, Bollineni és kollégai
altal végzett klinikai vizsgalatban szintén eltéréseket tapasztaltak az ['*F]FDG és az ['*F][FAZA
biodisztribucioja kozott agressziv NSCLC tumorokban (Bollineni és mtsai., 2013). Ezen kiviil,
korabbi human NSCLC PET tanulményokban egyarant kiilonbségeket mutattak ki a radiojelzett
gliikozanalog és a hipoxiaspecifikus ['8F]JFMISO NI-szarmazék akkumulacidja kozott, mely
ugyancsak egyetértésben van megallapitasainkkal (Cherk és mtsai., 2006; Gagel és mtsai.,
2006). Ezekkel szemben, Wyss és kollégai kiilonbozé human tumorokat hordozé nude
egerekkel végzett vizsgalatukban (U87 glioblasztoma, PC-3 és DU-145 prosztatatumor, CLS-
2 hugyholyag tumor) azonos ['*F]FDG- és ['8FJFMISO-felvételi mintazatrdl szamoltak be
(Wyss ¢és mtsai.,, 2006). Hasonloan, R3327-AT anaplasztikus prosztatatumor- és FaDu
laphamsejtes karcinoma-modellekkel végzett preklinikai kutatdsban az ['*F]JFDG PET és az
['8F]FMISO PET felvételek 1ényegében azonosnak tekinthet6 radiofarmakon-felvételi eloszlast
mutattak (Zanzonico és mtsai., 2006).

Jollehet az ['|F]FDG- és ['®F]JFMISO trészerhalmozasok kozott tapasztalt eltérések
hatterében 4ll6 pontos molekularis mechanizmus nem teljesen tisztazott, a tény, hogy az
[ FIFDG-felvételt tobb kiilonbdzé tényezo is befolyasolja - tobbek kozott a mikrokeringés, a
HIF-1a expresszid, a gliikozmetabolizmusban szerepet jatszd enzimek és transzporterek, a
tumorsejt - tumortérfogat ardny vagy a proliferacidé mértéke - adhat némi magyarazatot a

megfigyelt kiilonbségekre (Bos és mtsai., 2002).
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7 Osszefoglalas

A ndgyogyaszati malignus megbetegedések incidencia- és prevalenciandvekedése
egyre siirgetobb egészségiigyi kihivast jelent, ami a preklinikai kutatdsokat innovativ
diagnosztikai és terapias megkozelitések iranydba tereli. A tumor-asszocialt érajdonképzddés
¢s hipoxia kozponti szerepet toltenek be a malignus daganatok fennmaradasaban,
progresszidjaban, valamint az attétképzédés folyamatiban. Kovetkezésképp a PGE2
molekuldhoz nagy affinitassal kotddd, pozitronsugarzé izotoppal jelolt ciklodextrin-
szarmazekok €s a szoveti oxigénhianyt szelektiven kimutaté nyomjelzok igéretes diagnosztikai
agensek lehetnek a ndgyodgyaszati tumorok PET leképezéssel torténd kimutatasaban.

Kutatasunk elsé részében PGE2-t célzo, ®3Ga-jelolt ciklodextrin-szarmazékokat
([**Ga]Ga-NODAGA-HPBCD és [%*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) szintetizaltunk, melyek
emldtumorok in vivo diagnosztikdjara vald alkalmazhatosagat kiilonbozd receptorstatusza
emlétumor xenograftokon értékeltiik preklinikai PET modalitassal és ex vivo koriilmények
kozott boncoldsos szervi eloszlasos vizsgalatok végzésével. A PET felvételek vizualis
elemzésével dsszhangban a kvantitativ analizis alapjan is igazoltuk, hogy a szubkutan ndvekvo
receptorpozitiv MDA-MB-HER2+ és a tripla-negativ T41 tumorok is mindkét ciklodextrin
alapu radiofarmakonnal egyértelmiien azonosithatéak valamennyi mérési idépontban, ami a
vizsgalt tumorok PGE2 pozitivitisara utalhat. A tumorok idével emelkedd [%®Ga]Ga-
NODAGA-HPBCD- és [**Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB-felvételének igazolasaval feltételezziik
az angiogén aktivitds fokozodasat, és ezaltal az elvaltozasok novekvd agresszivitasat €s
metasztatikus potencidljat. A tumor-asszocialt angiogenezis COX2/PGE2/EP receptor medialt
molekularis Gtvonal mentén torténd in vivo tanulmanyozéasa soran tehat megallapitottuk, hogy
a vizsgalt radiojelzett ciklodextrin molekulak alkalmas diagnosztikai d4gensek az emlétumorok
in vivo detektalasara, kiilonos tekintettel az agressziv ndvekedési dinamik4ju receptornegativ
tipusra. Tovabba, a ciklodextrinek terapias hatast sugarzast kibocsato radionuklidokkal torténd
jelzése akar célzott radiokezelési lehetdséget is jelenthet, ami a ciklodextrinek teranosztikai
alkalmazhatdsagat sugallhatja.

Tovéabbi vizsgalatainkban a hipoxiaspecifikus ['®F]JFAZA PET [“®F]FDG PET
képalkotassal kombinalt alkalmazasanak hozzaadott értékét vizsgaltuk eltérd tipusu és bioldgiai
viselkedésli ovarium- ¢€s cervixtumor-modelleken PET technikaval. Az intratumoralis
radiofarmakon-felvételi mintazatok osszehasonlitdsaval igazoltuk az ['*FJFAZA fokozott
specificitasat és ezaltal magasabb diagnosztikai teljesitményét a hipoxia kimutatdsanak

vonatkozasaban, ami az ['SF]JFDG PET ['SF]JFAZA PET-tel vald kiegészitésének klinikai
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megalapozottsagara utal. Az alacsony oxigenizaltsagi tumorteriiletek pontos azonositasa a
tumorok hipoxiaprofiljanak megismerésén keresztiil eldsegiti az optimalis, daganattipushoz
igazitott terapias dontéshozatalt.

Osszességében, a radioaktiv HPBCD és RAMEB, valamint az ['SFJFAZA PET-tel
kiegészitett ['FJFDG PET vizsgalat mindennapi n8gyogyaszati onkologiai betegellatasba
torténd bevezetése a diagnosztikai pontossag novelése mellett jelentds terapids vonatkozassal
is bir, ugyanis a célzott, PET-alapu kezelési stratégiak alkalmazasa hozzdjarulhat a személyre

szabott onkoterapia alapjainak a megteremtéséhez.
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8 Summary

The increasing incidence and prevalence of gynaecological malignancies poses an
increasingly urgent public health challenge, that directs preclinical research towards innovative
diagnostic and therapeutic approaches. Tumor-associated angiogenesis and hypoxia play a
central role in the survival, progression, and metastatic spread of malignant tumors. Therefore,
PGE2-affine cyclodextrin derivatives labelled with positron-emitting isotopes and
radiopharmaceuticals capable to selectively detect tissue hypoxia could be promising diagnostic
agents for the detection of gynaecological tumors using PET imaging.

In the first part of our research, we synthesized ®3Ga-labelled cyclodextrin derivatives
targeting PGE2 ([®®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD and [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB) and
evaluated their applicability for the in vivo diagnostics of breast cancer on experimental breast
tumor models with different receptor status applying preclinical PET and ex vivo biodistribution
studies. In correlation with the visual assessment of the PET images, quantitative PET analysis
also strengthened that both subcutaneously growing receptor positive MDA-MB-HER2+ and
triple negative T41 tumors can be clearly visualized with both cyclodextrin-based
radiopharmaceuticals at all measurement time points, which may indicate the PGE2 positivity
of the investigated tumors. By confirming the increasing accumulation of [®*Ga]Ga-NODAGA-
HPBCD and [**Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB in both tumors over time, we hypothesize the
enhancement of angiogenic activity, thereby the increasing aggressiveness and metastatic
potential of the lesions. Therefore, during the in vivo study of tumor-associated angiogenesis
along the COX2/PGE2/EP receptor-mediated molecular pathway, we concluded that the
examined radiolabelled cyclodextrin molecules are promising diagnostic agents for the in vivo
detection of breast cancer, especially with regard to the receptor negative type characterised by
aggressive growing potential. Furthermore, radiolabelling cyclodextrins with therapeutic
isotopes may even represent a targeted radiotherapeutical approach, which may suggest the
theranostic applicability of cyclodextrins.

In the next part of our studies, we investigated the added value of combining hypoxia-
specific ['8F]JFAZA PET with ['8F][FDG PET imaging in different types of ovarian and cervical
tumor xenografts with distinct biological behaviour using PET modality. By comparing the
intratumoral radiopharmaceutical uptake patterns, we verified the increased specificity and thus
the higher diagnostic performance of ['®FJFAZA in hypoxia detection, which indicates the
clinical validity of supplementing ['®F]JFDG PET with ['8F]JFAZA PET. Accurate identification
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of low oxygenated tumor regions - via understanding the hypoxia profile of the tumors -
contributes to optimal therapeutic decision-making adjusted to the tumor type.

Overall, the introduction of radioactive HPBCD and RAMEB, as well as ['8F][FDG PET
combined with ['8F]JFAZA PET into everyday gynaecological oncology care not only increases
diagnostic accuracy, but also has significant therapeutic implications, as the use of targeted,
PET-based treatment strategies may contribute to the establishment of the basis of personalized

oncotherapy.
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Uj tudomanyos megallapitasok

. A radiojelzett ciklodextrinekkel végzett kisérletsorozat eredményei alapjan

megallapitottuk, hogy a szubkutan transzplantacioval létrehozott heterotopikus
négyogyaszati xenograft modellek tumorbioldgiai karakterisztikdja monitorozhatd in

vivo PET képalkotéssal és tumorszelektiv nyomjelzdkkel.

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

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

Kutatasunk soran elsdként igazoltuk, hogy a %®Ga-jeldlt ciklodextrin-szarmazékok
([®®*Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB  és  [%®Ga]Ga-NODAGA-HPBCD)  sikeresen
alkalmazhatok HER2+ ¢és tripla-negativ emlétumorok szubkutdn preklinikai

modelljeinek PET-alapu detektaldsara.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a [*®Ga]Ga-DOTAGA-RAMEB ¢és a
[¥Ga]Ga-NODAGA-HPBCD radiofarmakonok a jovében igéretes molekularis
vektorok lehetnek az emlétumorok diagnosztikdjaban, kiilonds tekintettel a
receptornegativ elvaltozasokra. Tovabba, a vizsgalt ciklodextrin nyomjelzok alkalmas
kiindulasi molekulaknak bizonyulnak tovabbi szénhidrat alapti, angiogenezist targetalod

diagnosztikai dgensek fejlesztéséhez emlédaganatok kimutatdsara.

A ndgydgyaszati tumormodellek ['*F]FDG és ['*FJFAZA PET felvételei kozotti térbeli
atfedések azt mutattdk, hogy a magas ['SFJFDG-felvételli tumorteriiletek ['*F]JFAZA-
pozitivak, ami igazolja a hipoxia jelenlétét az emelkedett gliikdzmetabolizmust
régiokban. Ez alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az [ '*F]JFDG és ['’F]JFAZA
egymast kiegészitd alkalmazasa lehetdvé teszi a hipoxids tumorrégiok pontosabb
azonositasat, ami nemcsak a képalkotas diagnosztikai értékét ndvelheti, hanem jelentds
klinikai relevancidval is birhat. Az alacsony oxigenizaltsdgi tumorteriiletek korrekt
detektalasa eldsegitheti a tumorbiologiai folyamatok eddig még ismeretlen aspektusaink
megismerését, ami egyéb diagnosztikai €s terdpias targetek azonositdsdhoz vezethet.
Tovabba, az ['*FIFDG/['®FJFAZA PET-alapu hipoxia egy lehetséges jovObeli

biomarkernek tekinthetd a terapidra adott véalasz és a klinikai kimenetel elérejelzésében.
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Mindemelett, eredményeink alapjan az [ '*FJFDG/['®F]JFAZA PET egyiittes alkalmazasa
igéretesnek tlintk a terdpias hatékonysdg nyomon kovetésére, €és ezaltal azon
betegcsoportok azonositdsara, akik profitdlhatnak a hipoxiaspecifikus kezelési

stratégiak alkalmazasabol.
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11 Targyszavak

angiogenezis — angiogenesis

ciklodextrin — cyclodextrin

emld/petefészek/cervix karcinoma xenograftok — breast/ovarian/cervix xenotransplants
experimentalis tumormodell — experimental tumor model
fluoroazomicin-arabinozid (FAZA) — fluoroazomycin arabinoside
fluorodezoxigliikoz (FDG) — fluorodeoxyglucose
hidroxipropil-béta-ciklodextrin (HPBCD) — hydroxypropyl-beta-cyclodextrin
hipoxia — hypoxia

1zotOp — isotope

pozitronemisszios tomografia (PET) — positron emission tomography
preklinikai — preclinical

prosztaglandin E2 (PGE2) — prostaglandin E2

radiofarmakon — radiopharmaceutical

random metilezett beta ciklodextrin (RAMEB) — randomly methylated beta cyclodextrin
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munkajukkal segitették kutatdmunkam megvalosulasat.

Végiil, de nem utolsosorban szeretném megkdszonni csaladdom minden tagjanak, akik

egész ¢letemben hittek bennem, ¢s PhD munkam soran mindvégig tamogattak.
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13 FUGGELEK

Az értekezés alapjat képezo in extenso kozlemények masolatai
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