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2. Bevezetés

A pozitron emisszios tomografia (PET) egy specialis, a nuklearis medicinaban alkalmazott nem
invaziv képalkot6 eljaras, amely alkalmas kiilonboz6 betegségek sejt-, szubcellularis- vagy akar
molekularis szintli vizsgalatara is. Alkalmazaséaval kiilonboz6 élettani és patofizioldgiai
folyamatok in vivo tanulméanyozéasa lehetséges. Az eljards nem megvalodsithatd radiojelzett
molekuldk nélkiil. Napjainkban a ['®F]JFDG-vel végzett vizsgalatok jelentik a klinikai PET
képalkotas fésodrat, azonban hasznalatban vannak tovabbi '*F-ral (pl. ['*F]JPSMA-1007) és
8Ga-mal (pl. [**Ga]Ga-PSMA-11) jelzett molekulék is. A PET leginkabb az onkoldgidban
alkalmazott képalkot6 eljaras, éppen ezért a preklinikai vizsgalatokban gyakran az érdeklddés
kozéppontjaba keriilnek az angiogenezis molekularis szintli tanulmédnyozasara alkalmas

radiofarmakonok, mint péld4ul a ®®Ga-mal jelslt RGD és NGR peptidek.

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

molekula expresszidjan keresztiil.

Az érrendszer betegségeinek kutatdsaiban az allatmodellek alkalmazasa az egyik legfontosabb
¢és legszélesebb korben alkalmazott kisérleti eszk6z. Az ugynevezett elszoritasos mddszerek,
mint a proliferativ diabéteszes retinopatia kutatdsdban a szemgoly6 mogé helyezett érelszorito,
vagy az akut alsé végtagi iszkémia kutatdsdban alkalmazott tourniquet, alkalmasak lehetnek a
helyes betegségmodellek kialakitasara, a megfeleld protokoll végrehajtasa mellett, amelyek
targyat képezhetik az in vivo PET képalkotasi eljarasoknak. Ezeken keresztiil jobban
megérthetéek az angiogenikus folyamatok és az APN/CDI13 molekula expresszidja kozotti
Osszefiiggések, ezzel lehetdséget teremtve a preklinikai kutatdsok és a human klinikai

alkalmazasok kozotti transzlaciora.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Non-invaziv képalkotas az in vivo preklinikai

kutatasokban

A kisallatmodellek alkalmazésa az alap- és a preklinikai tudomanyok szerves részét képezi az
uj gyogyszerjelolt molekuldk fejlesztésében a human klinikai vizsgélatok elétt. Az
allatkisérletes és human fazisvizsgalatok kozotti ,,atforditds” az ugynevezett transzlacio,
melynek kiemelt feladata, az allatkisérletekben Osszegyiijtott adatokat figyelembe véve,
biztonsagos ¢és hatékony klinikai vizsgalati készitmény (IMP) és protokoll kidolgozasa. Az
egésztest kisallat képalkotds egy kiilonosen effektiv és gazdasagos kisérleti platform a
gyogyszerjelolt szerek tesztelésében. A klinikai diagnosztikai modszerek fobb miniatiirizalt
valtozatainak kifejlesztése, mint a szdmitogépes tomografia (CT), a magneses rezonancia
képalkotas (MRI), az egyfoton emisszids tomografia (SPECT), a pozitron emisszids tomografia
(PET), az optikai képalkotas (OI) és az ultrahang (US) mind nagymértékben hozzéjarultak a

kiilonb6z6 allatmodellek hatékony in vivo tanulmanyozasahoz.

3.1.1 Képalkoté modalitasok

A képalkoté modalitdsok tobb szempont szerint oszthatoak fel (1. tablazat). A legtobb eljaras
(MRI, SPECT, PET, CT, OI) nem valos idejli, vagyis a képalkotas és a rekonstrukcié nem egy
id6ben torténik, mig az US az egyetlen valds idejii képalkotasi metodika. A leggyakrabban
azonban az ionizacios sugarzas alkalmazasa alapjan: azt alkalmaz6 (SPECT, PET, CT) és azt
nem alkalmazé (MRI, US, OI) csoportokba soroljak be azokat. A tovabbi felosztas alapjat
képezheti, hogy az ionizdl6 sugarzas kiilsé sugarforrasbol (CT) vagy belsé forrasokbol
(SPECT, PET) szarmazik, azonban az ilyen jellegli csoportositdsba nem sorolhatéak be az

10nizal6 sugarzast nem alkalmazo eljarasok (MRI, US, OI) (2. tablazat).

A klinikai képalkoté modalitdsok térbeli felbontasa a legtobb esetben nem elégséges a
kisallatokon végzett kutatdsokban, igy az ilyen irdnyl méréstechnikai fejlesztések fo célkitlizési

kozé tartozik a mikrotechnikak Iétrehozasa, fejlesztése.
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1. tablazat: A klinikai és preklinikai képalkot6 modalitasok tulajdonsagainak

Osszehasonlitasa (1)

Szerkezeti
MRI ~lmm <100pm ~1073 - 10~* mol/L NEM 4
funkcionalis
PET ~5mm ~1- ~107'" - 107* mol/L IGEN  Funkcionalis
2mm
SPECT ~lcm 0,5- ~107'°- 107> mol/L IGEN  Funkcionalis
2mm
CT 1-2mm <200pm  Molekularis adat nem IGEN Szerkezeti
kovetkeztethetd, nem
értelmezhetd
usS 1-2mm <100pm  Molekularis adat nem NEM Szerkezeti
kovetkeztethetd, nem
értelmezhetd
Ol ~lmm <100pm ~107 - 107> mol/L NEM Funkcionalis

A kisallatokon végzett preklinikai képalkotds sugardoézisai a PET-, a SPECT- és a CT-
vizsgalatokban lényegesen — egy-két nagysigrenddel — magasabbak, mint a klinikai
alkalmazasok esetén (2, 3). Az MRI-t, a CT-t és az US-t az anatomiai képletek nagy felbontasu
vizualizéldsa miatt gyakran ,strukturalis” képalkotd6 moddszerként jellemzik. A PET-et, a
SPECT-et és az OlI-t ezzel szemben altalaban ,,funkcionalis” képalkoté modalitasként irjak le.
Az ilyen megkiilonboztetés azonban egyre dnkényesebb €s pontatlanabb, mivel dinamikus
és/vagy statikus MRI-, CT- és US-képalkotas végezhetd kontrasztanyag beadésaval, igy

alkalmas lehet a funkcionalis informécio gytijtésére.
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2. tablazat: A preklinikai képalkotdé modalitasok sugarterhelésének Osszehasonlitasa (a

feltiintetett dozisértékek egér modellre és egész testre vonatkoznak) (4)

MRI NEM NA
PET IGEN 10-100
SPECT IGEN 10-100
CT IGEN 10-20
uUsS NEM NA
Ol NEM NA

3.1.2 Pozitron emisszios tomografia

A pozitron emisszios tomografia (PET) egy ionizald sugarzast alkalmazo, funkcionalis

képalkotd eljaras. A modszer alkalmas haromdimenzids kép létrehozasara, ami informéciot

szolgaltat a radiofarmakon szervezeten beliili felhalmoz6dasarol vagy eloszlasarol. A technika

belsd nyitott sugarforrast igényel, amely pozitiv béta-bomld radioaktiv tulajdonsadgokkal

rendelkezik.

A képalkotas fizikai alapjat a pozitron annihilacidja soran keletkezé két 511 keV-os gamma-

foton szolgaltatja. Ezek megkozelitdleg 180 fokos szogben hagyjak el az annihilacids esemény

helyszinét; igy lehetséges a forrasuk lokalizalasa (1. dbra).

1. abra:

PET radionuklid

Y < O. > Y

(511 keV e (511 keV)

~~~~~~~

A pozitron annihilacidja — sematikus abra
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A v fotonok detektalasat tigynevezett szcintillatorokkal valositjadk meg. Ez a vizsgalat targya
kortil gytiri elrendezésben kialakitott érzékeld rendszer része, amelyben fényjelenség
kovetkezik be az elemi részecske és a kristdly kolcsonhatdsa soran. Az ugynevezett
szcintillacios fényjelenség adja a gamma fotonok (single event) detektalasanak alapjat, ami az
érzékeldrendszerben megvaldsitott koincidencia &ramkorokon keresztiil, egy adatgyiijto egység
segitségével, azonositja az annihilacid hozzavetdleges helyét. A primer adatok feldolgozasa

(rekonstrukcid) utan a mérési adatok alkalmassé valnak az értékelésre (2. abra).

Adatgylijté szerver

=

FE===\O

lPrimer mérési adatok

PET detektorrendszer Rekonstrukcids PC Rekonstrualt kép

2. abra: A pozitronemisszids tomografia — sematikus 4bra

3.1.3 PET radiofarmakonok

A PET képalkotashoz nélkiilozhetetlenek a diagnosztikus radiogydgyszerek. Ezen molekuldk
alapvetéen harom funkciondlis részegységbdl allhatnak; radioaktiv atom, linker és vektor.
Ugyanakkor ezen struktiirdk nem minden esetben tartalmazzdk mindharom komponenst, mivel
a radiofarmakonok szerkezeti struktirdja az alkalmazas céljatol és a kapcsolodd biologiai
mechanizmustdl fiiggden eltérd lehet. A radiofarmakonok alapvetd egységeit a 3. édbra
szemlélteti. Ezek a molekulak tobbek kozott lehetnek kis molekulédk, aminosavak, peptidek,
antitestek és nanorészecskék, amelyek alkalmasak kiilonb6z6 in vivo célpontokkal vald

kapcsolodésra a molekula biologiailag aktiv részén keresztiil (vektor) (5).
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Radiojelslt biomolekula In vivo célpont

3. abra: A radiofarmakonok alapvetd egységei (5)

A jelolt biomolekuldban a radioaktiv atom idedlis esetben egy foként pozitiv béta (B+) bomlasi
profillal rendelkezd, optimalis fizikai felezési idejli, az emberi szervezet alapvetd
alkotoelemeitdl nem kiilonb6zd, nem toxikus, és a felhasznalas helyén eldallithatd. Tovabba a
termelés modjabol eredden (ciklotron vagy generator termék) nem tartalmaz jelentékeny
mennyiségii kémiai és radionuklidos szennyezot. Altalanosagban véve radiokémiai tisztasiga
meghaladja a 95%-os hatarértéket (6). Ezen felsorolt tulajdonsdgok nincsnek meg egyetlen
radionuklidban sem, igy a radiojel6lt biomolekula tervezése soran elsérendl cél a megfeleld
izotop kivalasztasa és helyes alkalmazasa. A leggyakrabban hasznalt PET izotopok fobb
tulajdonsagait a 3. tablazat mutatja be.

3. tablazat: A leggyakrabban hasznalt PET izot6pok f6bb tulajdonsagai

Y 110 96,9 Ciklotron 0,63

e 20,4 99.8 Ciklotron 0,96

PN 10 99,8 Ciklotron 1,19

150 2,05 99,9 Ciklotron 1,72

8Ga 67,7 89,1 Generator 1,89
Ciklotron

A tablazatbol kitiinik, hogy a ciklotronban eldallithato radionuklidok kéziil a '8F rendelkezik a
legjobb tulajdonsagokkal, ebbdl kifolydlag a ''C, a 1*N és az 1°O alkalmazisa nem valosul meg
nagy volumenben, tovabba a %®Ga elé4llitasa nehézségekbe iitkozik, emiatt a generator alapt
eléallitas terjedt el. Ezt tdmasztja ald az is, hogy a PET képalkotas ,,arany sztenderdje” a

["*F]FDG.
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A 2-["*F]fluoro-2-deoxi-D-gliikéz (['®F]FDG) hasznalata a képalkotds soran azoknal a
betegeknél javasolt, akiknél a vizsgaldeljaras olyan folyamatokat, illetve betegségeket kell,
hogy kimutasson, amelyek l1ényege bizonyos szervek, illetve szovetek fokozott gliikozfelvétele.
A gybégyszer az onkologiaban alkalmas az elsddleges diagnozis felallitdsara, a
stadiumbeosztasra, a terapias valasz monitorozasara és a recidivak kimutatasara (indokolt
gyani esetén). Az onkoldgiai indikaciokon kiviil ['®F]JFDG idedlis eszkdz a gyulladasos
folyamatok, valamint egyes kardioldgiai korképek (pl. életképes szivizom) és neuroldgiai
betegségek koztiik neurodegenerativ korképek (pl. Alzheimer-kor) nem receptor specifikus
kimutatasira. A ["®F]FDG altalanos tulajdonsigai elénydsek a széleskdrii betegvizsgalati
portfolié megvalositdsahoz. Azonban, ha a magas gliikkozmetabolizmussal jellemezhet6 szervek
(példaul agy) vagy a radiofarmakon kitirilésében résztvevd anatomiai strukturdk (példaul
hagyholyag) vizsgalatara kivanjuk alkalmazni, nem érjiik el a kivant eredményt. Amennyiben
a diagnosztikai vizsgalat célja annak a megvalaszolasa, hogy az adott molekuléris célpont
(receptor, enzim) jelen van-e a szervezetben, sziikséges lehet specifikus hatdsmechanizmusu

radiojelolt molekuldk (példaul peptidek) alkalmazésa.

A 8Ge/®Ga generator-rendszerbél nyerheté °Ga a legszélesebb korben alkalmazott
radionuklid a kismolekulak és a peptid-szarmazékok jelolésében. Ennek okai - az optimalis
fizikai felezési 1d6 ¢és a kedvezd farmakokinetikai profil mellett -, az idedlis kémiai
tulajdonsagaiban keresendd, tovabba, hogy teranosztikus par képezhetd a ®®Ga-mal (béta
pozitiv) és a '""Lu-mal (béta negativ) jeldlt biomolekulak kozott (példaul ilyen par: [**Ga]Ga-
PSMA-11 (diagnosztikus gyogyszer), [!"”’Lu]Lu-PSMA-617 (terapias készitmény)) (7). A
fentebb felsorolt okok miatt, a vezetd gydgyszeripari vallalatok jelentds forrasokat allokaltak a
teriilet kiaknazasara, az angiogenezis molekularis szintii tanulméanyozéaséara alkalmas %*Ga-mal

jelolt peptid-szarmazékok fejlesztésére (8).

3.1.4 Az angiogenezis kimutatasara alkalmas PET radiofarmakonok
Az angiogenezis egy igen komplex élettani folyamat (lasd kovetkezo fejezet: Angiogenezis),
amit pozitron emisszidés tomografia segitségével mélyrehatdoan tanulmanyoztak. A PET

képalkotas soran a kdvetkezd célfolyamatok megértésére/értelmezésére alkalmas, széles korben

hasznalt, radiofarmakonok ismeretesek (4. tablazat).
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4.tablazat: Az angiogenezis kimutatasara alkalmas PET radiofarmakonok (9)

Glikéz metabolizmus,

["*FIFDG Gliikoz N
GLUT-1 expresszio
VEGF-utvonal,
[%*Cu]-VEGF121 VEGEF izoformak e
VEGFR2-ho6z kotodik
" Az integrin RGD
F]-Galakto-RGD peptidek Integrin o )
[7F]-Galakto-RGD pep grin oufs szekvencijhoz kotédik
o Az integrin RGD
Ga]Ga-NOTA-PRGD Integrin oy . .
[7GalGa ? 8 s szekvenciajahoz kotodik
o Az integrin RGD
Cu]-DOTA-RGDyK Integrin oy Y .
[Cul Y ntegrin cifs szekvencidjahoz kotddik
Gelatinaz Utvonal, az
['8F]-SAV 03M Matrix metalloproteinazok L .
MMP-2 inhibitorai
Gelatinaz utvonal, az
[68Ga]Ga—NOTA—C6 Mitrix metalloproteinazok o )
MMP-2 inhibitorai
APN/CD13
[*Ga]Ga-NOTA-NGR Metalloprotedz

szekvenciajahoz kotodik

Ezeket a radiogyogyszereket a célfolyamat alapjan a kovetkezd f6bb csoportokra oszthatjuk:
Gliikdz metabolizmus

A ["®FJFDG-vel végzett képalkotds a kiilonbozd tumorok angiogenikus folyamataiban
széleskoriien alkalmazott metodika. Ennek az oka, hogy a ['*F]JFDG mint ,,arany standard”
jelenik meg a diagnosztikaban. Altalanosan j6 tulajdonsagai és széleskorti alkalmazasa miatt a
klinikai vizsgélatok ezen molekula és a klinikai vizsgdlati készitmény hatékonysag és
specificitas tipusu 0Osszevetésén alapulnak. A tudomanyos szakirodalom a farmakon
felhalmozodasa €s a tumorok érképzd képessége kozotti korrelaciorol szamol be (10). Sokrétii
alkalmazasat mi sem bizonyitja jobban, hogy Semenza és munkatarsai bizonyitottak, hogy a
hipoxia-indukalt faktor (HIF) részt vesz a tumor angiogenezisben, amely ezaltal fokozza a
gliikéz metabolizmust (11). A gliikéz transzporter (GLUT-1), a vaszkularis endotelialis
novekedési faktor (VEGF) egyiittes szabalyozdsa az angiogenezishez kapcsolddd gének

modulélasara utal (12).
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VEGF-iutvonal

A tumorndvekedés soran, az érintett teriileten jellemzden hipoxias allapot alakul ki. Ennek
ellensulyozasara molekularis szinten VEGF/VEGFR altal medialt érképzddési folyamatok
indulhatnak be (13). A human radiojeldlt VEGF izoforma, a [**Cu]-VEGF121 alkalmas ennek
a biologiai folyamatnak a hatékony, gyors és specifikus nyomon kovetesére az erdsen

vaszkularizalt kis daganatokban, magas VEGFR-2 expresszi6 esetén (14).
Integrin ovf3

Az integrin receptoron alapuld képalkotas alapja az Arg—Gly—Asp szekvenciat tartalmazo
peptidek alkalmazasa (RGD). Ezen vektorok nagy affinitdssal és kivalo specifitassal kotddnek
az avfB3 receptorhoz. Az RDG szekvenciat tartalmazo gyogyszerjelolt vegytiletek igen széles
korben kutatott és fejlesztett teriiletet képviselnek. A csoport elsé human klinikai fazis I
vizsgalatig eljuté molekuldja a ['®F]F-Galakto-RGD volt (15) de emellett mas ['8F]-ral jelzett
molekulak (példaul a ['8F]F-fluciclatide vagy ['®F]F-RGD-KS5) vizsgalata is megtortént (13,
16). A ['8F]-ral jelolt radiofarmakonok mellett tovabbi jelentds csoportot képviselnek a [*3Ga]-
mal jelolt radiogyogyszerek, mint példaul a [®*Ga]Ga-NOTA-PRGD». Zheng és munkatarsai
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a molekula, mint humén klinikai vizsgalati készitmény
hatékony eszkoz a tiidérak képalkotasaban, tovabba szignifikinsan hatékonyabb a ['*F]FDG

PET/CT-vel szemben a metasztatikus nyirokcsomodk azonositasa terén (17).
Metalloproteazok

A metalloproteazok ismert résztvevoi a neoangiogenikus folyamatoknak (18). Az APN/CD13
molekula a csoport egy cink-fliiggé metalloprotedza. A célpont idealis lehet ®*Ga-mal jeldlt
radiogyogyszerek fejlesztésére. A képalkotas alapjat az NGR szekvencia szolgaltatja (Asn-Gly-
Arg), amely specifikusan kotédik az Aminopeptidaz N receptorhoz. Az NGR szekvencia
beépitése ¢és felhasznalasa kiilonb6zd kémiai modositasokkal és mas-mas gylirlizarasi
stratégiaval késziilt peptid-szdrmazékokba lehetdséget ad kiilonb6z6 gyogyszerjelolt molekulak
fejlesztésére és tesztelésére (példaul [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR), [**Ga]Ga-NODAGA-c(NGR),
[%Ga]Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) vagy [*®*Ga]Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2)) (19). A
tudomanyos szakirodalom altal k6zolt vizsgélati eredmények alapjan a hatdsmechanizmus az

APN/CD13 receptorhoz valo specifikus kotédésen alapul.
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3.2 Angiogenezis

Az emberi szervezetben két alapvetd mechanizmus ismeretes a vérerek 1étrehozasanak terén; a
vaszkulogenezis és az angiogenezis. Ezek a fiziologids folyamatok nélkiilozhetetlenek az

emberi test miikodéséhez.

A vaszkulogenezis sordn a vérerek képzddése endotelidlis Ossejtekbdl (angioblasztokbol)
valosul meg. Ez egy dinamikus folyamatként irhatdo le, mely sordn sejt-sejt és sejt-
novekedési faktorok ¢és morfogének vesznek részt. Carmeliet és munkatarsai 2005-0s
tanulmanyukban a kovetkezd fObb I1épéseket definidltdk: a mezodermalis Ossejtek
angioblasztokka differencialodésa, az angioblasztok endotél sejtekké torténd differencialodasa
(20). A vaszkulogenezis az embri6 fejlddésben jatszik szerepet és ez a folyamat inditja be - az

egyedfejlédés soran -, az elsd erek de novo kialakulasat.

Az angiogenezis kifejezés a vérerek ndvekedését vagy az ujak kialakulasat foglalja magéaba a
mar meglévé erekbdl kiindulva (21). Fiziologids koriilmények kozott felndtt egyedekben
kétféle véredényképzés fordul eld; a csirdzd angiogenezis (sprouting angiogenesis) €s az
intusszuszceptiv angiogenezis (intussusceptive angiogenesis). A felsorolt két fiziologias
folyamat az egyedfejlodestdl kezdve az egész életet végig kiséri. Jelentds szerepe van a
reprodukcios folyamatokban, a gyogyuldsban, a szovetek ndvekedésében ¢€s kiillonbozo
betegségekben. A véredényképzés nagyon fontos folyamat, hiszen minden sejt/szovet oxigént
igényel. Az oxigén forrasa pedig a folyamat soran képz6dd kapillarisokon keresztiil maga a vér.
Az angiogenezis mértékét/allapotat a szervezetben az adott sejt/szovet anyagcsere sziikségletei

hatarozzak meg.

A véredényképzés alul, illetve feliilszabalyozésa kiilonb6z6 rendellenességeket okozhat. Az
angiogenezis kiemelt jelentdséggel bir iszkémias allapotokban, amikor a szoveti oxigén- €s
tapanyagellatas zavara kovetkeztében lokalis hipoxias mikrokdrnyezet alakul ki. Ezen adaptiv
valasz soran a szervezet kompenzacidos mechanizmusokat aktival, amelyek 0 kapillarisok
képzddését eredményezik a perfuzid helyreéllitasa érdekében. Az iszkémia indukalta hipoxia
kulcsszerepet jatszik az angiogén faktorok, igy a vaszkularis endotélialis ndvekedési faktor
(VEGF) és egyéb citokinek fokozott expresszidjaban, amelyek a neovaszkularizaciot eldsegitik.
Alsod végtagi akut iszkémidban az angiogenezis kritikus a keringés javitasaban, a szoveti
regeneracioban és a funkciondlis integritds fenntartdsaban. Ezzel szemben bizonyos koros

allapotokban, mint példaul a diabéteszes retinopatia, a fokozott angiogén aktivitas aberrans
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érképzddéshez és szovodményekhez vezet, amelyek rontjak a latasélességet és progressziv
karosodast idéznek eld. Az angiogenezis pontos szabalyozéasa ezért kulcsfontossagl terapias

célpont e betegségek kezelésében és megeldzésében.

A szabalyzasban, ilyen kritikus kémiai tényez6k példaul az angiogén szabalyz6 faktorok, a
plazmin rendszer, a matrix metalloproteinazok (MMP) vagy a metallopeptidazok. Ez egy
igazan Osszetett, bonyolult folyamat, az ebben résztvevé f6bb molekulakat, csoportositasukat

¢s funkciojukat az 5. tablazat tartalmazza.
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5. tablazat:

Angiogenezis

csoportositasuk (22) (23) (24)

Fibroblaszt novekedési

faktorok (FGF)

Szolubilis
szabalyoz¢ faktor

szabadlyozasaban résztvevé fobb molekulak és

Endotelialis sejtproliferacio
Extracellularis matrix degradécio
Endotelialis sejtek migracidja
Junkcionalis adhézios molekuldk
modulalasa

Vaszkularis endotelialis

novekedési faktor
(VEGF)

Szolubilis
szabalyozo faktor

Endotelialis sejtproliferaciod
Ertagitas
Metalloproteindzok stimulacidja
Plazminogén stimulacié

Angiopoietinek

Ang-1, Ang-2, Ang-4

Szolubilis
szabalyoz¢ faktor

1: Endotél sejtek migracidja, adhézidja

2: Er destabilizacid

4: Gliiko6z transzporter expresszio

Vérlemezke eredeti

novekedési faktor
(PDGF)

Szolubilis
szabalyozo faktor

Pericita toborzas

Transzformalo
novekedési faktor
(TGF)

Szolubilis
szabalyozo faktor

Alacsony koncentracio:
Angiogenikus faktorok stimulécioja
Proteindzok stimulacidja

Magas koncentracio:
Endotél sejt novekedés gatlas
Bazalmembran megujulasanak serkentése

.....

aVP3 Integrinek
a VPS5 Integrinek

Membran kotott
szabalyozo faktor

Sejtmigracid
Sejt proliferacio
Tulélési faktor

VE cadherin

Membran kotott
szabalyoz¢ faktor

Sejtadhézid

Plazmin rendszer

Plazmin rendszer

ECM komponenseinek degradalasa

MMP-1, MMP-2, Matrix Bazalmembran Degradacio
MMP-9 metalloproteinaz

Enzimatikus fehérje hasitas
APN/CD13 Metallopeptidaz Receptor funkcio

Jelatviteli funkcio

Az angiogenezis stimulaldsa terapias lehetdséget biztosit példaul a periférias artérias betegség

(PAD) (25) és az iszkémias szivbetegség terén (26), azonban a proliferativ diabéteszes

retinopatia (27), a kiilonb6z6 tumorok (20) vagy a reumatoid artritisz esetén (28) a folyamat

korlatozasa lehet az idedlis megkozelités.
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3.2.1 Csirazé angiogenezis (sprouting angiogenesis)

Hillen és munkatarsai 2007-ben kozolt publikaciojaban a csirazd angiogenezist Iényegében a
meglévé vérerek elagazasaként definialtdk. A folyamat 1épései a kapillaris alapmembran
enzimatikus lebontasa, az endotél sejtek proliferacioja az ECM-on keresztiil az angiogén inger
(példaul VEGF felszabadulas) felé torténd migracio, a lumennel ellatott csé kialakitasa, az erek

egyesiilése, tovabba az érhalozat kialakitasa és végiil az erek stabilizalas pericitak toborzasaval

(22).

A folyamat tobb 1épésben megy végbe, amelyet egy hipoxias allapotban 1évo sejt indit el
(angiogén kdzpont). Az angiogén ingerek a meglévd erek endotél sejtjeit proliferaciora és
permeabilitds novekedésre késztetik. A stimulus hatdsdra pro-angiogén novekedési faktorok
szabadulnak fel, melyek segitik az endotél csucssejt kialakulasat, tovabba az extracelluléris
matrixon keresztiil vald kihajtasat, igy megalapozva az 10 kapillaris keletkezését. A
csucssejteket a rajtuk 1évo filopodidknak nevezett képzddmények segitik, amelyek proteolitikus
enzimeket szabaditanak fel, ezek célja, hogy utat hoznak létre az ECM-on keresztiil. A
csucssejtek filopodidival vald kihajtdsa ugyancsak nagymértékben fiigg az adott szabalyozo
faktor koncentracidjatol, melynek oka a magas receptor denzitas. A folyamat kibontakozasaban
a csucssejtek elorehaladasat az endotél szarsejtek kovetik és ennek a kovetkezménye az
érkezdemény folyamatos hosszanti ndvekedése. Ezek a szarsejtek alkotjak a kapillaris lumenét.
Az angiogenezis végsd stadiumaban az érképzédményt érett vaszkularis alapmembran fedi és
pericitak veszik koriil ezzel védve, timogatva és stabilizalva azt. A folyamat eredményeként az
adott terlileten 1évo sejtek normoxias allapotba keriilnek, ami az angiogén inger megsziintetéseét

vonja maga utan.

3.2.2 Intusszuszceptiv angiogenezis (intussusceptive angiogenesis)

Az intusszuszceptiv angiogenezis egy Ujabb, kevésbé feltérképezett jelenség (29), amelyet
elészor a tiidében mutattak ki. Ez egy dinamikus intravaszkularis folyamatnak tekinthetd,
amely részt vesz a mikrokeringés nagymértékli strukturalis atformaldsdban. Makanya és
munkatdrsai a mechanizmust a redundans vagy a nem/kevésbé funkcional6 erek metszéseként,
az elagazod erek egymastdl viszonyitott szdgének modositdsaként vagy a meglévo erek
megkettdzéseként irjak le (30). Ebben a folyamatban nincs endotelidlis sejtburjanzas, pusztan
egy ér kettéhasadasa valosul meg a meglévo endotelidlis sejtek atszervezddésével. A rendszerre
jellemzd szerkezeti egység az intusszuszceptiv pillér, amely egy hengeres mikrostruktiraként

irhat6 le. Miikodése soran ativeli a kis erek és kapillarisok lumenét.
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3.3 Aminopeptidaz N (APN/CD13)

Az aminopeptidaz N (APN, CD13) egy Zn®"-fiiggd membranhoz kotdtt ektopeptidaz, amely
elsdsorban fehérjéket és peptideket bont le (31). Bioldgiai funkcidi kozzé tartozik, a peptidek
enzimatikus hasitdsan kiviil, az endocitdzis és a jelatvitel. Az enzim biologiai funkciodit és
ismert hatdsmechanizmusait az 6. tdblazat tartalmazza. Dixon ¢és munkatarsai 1994-es
publikacidja szerint, a molekula szdmos kiilonb6z6é emberi sejtben expresszalodik, mint példaul
a makrofagok, a simaizomsejtek €s a fibroblasztok, ezen kiviil fellelhetd a vese allomanyéaban

¢és a bélrendszer egyes részeiben (32).

Az APN-t eldszor 1963-ban azonositottak, majd 6sszefiiggést fedeztek fel a molekula talzott
expresszioja és a kiilonbozé human betegségek, példaul a tumorokban (33) vagy a miokardialis
infarktusban lejatszodo angiogenikus folyamatok kozott (34). Az ektopeptidaz nem fejezddik

ki a normal érrendszer feliiletén, de magas a jelenléte az angiogenezis soran.

A tudomanyos szakirodalom tigynevezett ,,moonlighting” enzimként hivatkozik ra, az az tobb
bioldgiai funkcidt tolt be, tovabba hatdsmechanizmusa szertedgazd, ami kihivast jelent az APN

hatasmechanizmusain alapul6 specifikus terapiak kidolgozasaban (35).

6. tablazat: Aminopeptidaz N (APN/CDI13) bioldgiai funkcié ¢és ismert

hatasmechanizmusai (23)

Peptidek enzimatikus szabalyozésa
Tumorsejt invaziod
Differenciacio
Peptidek enzimatikus hasitsa Proliferécio
Motilités
Kemotaxis

Antigén prezentaciod

Viralis receptor

Endocitozis ’
Koleszterol felvétel
Fagocytozis
Jelatvitel Adhézio
Angiogenezis
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3.3.1 Az aminopeptidaz N (APN, CD13) angiogenikus folyamatokban

jatszott szerepe

Az aminopeptidaz N (APN, CD13) harom alapvetd mechanizmussal vesz részt az angiogenikus
folyamatokban, ezek a kovetkezok: az ECM fehérjéinek lebontasa (36), az angiogén
tulajdonsagokkal rendelkez6 peptidek eldallitasa (37) és a jelatviteli folyamatok modulalasa

novekedési (38) illetve, angiogén szabalyz6 faktorok altal (31).

Fukasawa ¢s munkatarsai szerint az APN/CD13 szelektiven kifejezddik a vaszkularis endotél
sejtekben, beleértve a human kéldokvénat és az aortat. Ezt a jelenséget a [V-es és az I-es tipust
kollagén fibronektinnel kialakitott kolcsonhatasainak tulajdonitjak (39). Ezt a megfigyelést az
is alatdmasztja, hogy tobb in vivo kutatdsban megfigyelték, hogy az NGR szekvencidhoz
kapcsolva, bizonyos tumorellenes gyogyszereknek jelentdsen megnovekedett az affinitasa az

érintett teriilet angiogén ereinek megcélzasara (40) (41) (42).

A CD13 receptor jelenléte az ECM-ban, ugyancsak a kutatok érdeklddési korébe kertilt. Itt azt
az Osszefliggést tartak fel, hogy a hipoxia és az angiogén faktorok indukalé hatassal vannak az
APN/CDI13 expresszidjara, tovabba az enzimaktivitds-gatlok anti-angiogenikus hatésarol

szamoltak be in vitro (31).

Rangel és munkatérsai 2007-ben kozolt tanulmanya dontd bizonyitékokat szolgaltatott a kérdés
tisztdzasaban, mivel a CD13-null egereken végzett kisérletek egyértelmiien bebizonyitottdk
ennek a molekuldnak az angiogenezisben betoltott jelentoségét (43). Ezeknél a kisérleti
allatoknal szignifikdnsan csokkent a retina neovaszkularizacidja az oxigén-indukalt retinopatia
kovetkeztében, valamint csokkent a novekedési faktorokra adott angiogén valasz mértéke. A

kutatds eredményével Osszhangban megallapithatd, hogy az egyik érintett mechanizmus a

Sejtfelszini receptorként jatszott szerepét Pasquallini és munkatarsai altal kozolt 1995-0s
tanulméany részletezi eldszor (45). A kutatds kozpontjdban Tumor-homing molekuldk
azonositasa szerepelt fag-display technikaval. A molekula szekvencidlis természetét tekintve
nagy hasonlosdgot mutat az RGD-hez (egy aminosavban kiilonbdznek). Az eziranyt kutatasok
a szekvencia gyogyszerjeloltként torténd felhasznalasat tlizték ki tovabbi célul, ahol a

hatékonysag novelése mellett a toxicitas csokkentése volt a cél (23) (42).
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3.4  Vaszkularis rendellenességek

Fiziolégiai szempontbdl az emberi szervezet érrendszere feloszthatdé makro- illetve
mikrokeringési elemekre (46). A megkiilonboztetés alapja lehet az adott teriilet hemodinamikai
tulajdonsaga, az érfal szerkezetének és miikodésének aspektusai, illetve az arterioldris a&tméro,
ami a mikrocirkulacié esetén 150 um vagy annal kisebb, mig a makrocirkulacional az emlitett

értéknél nagyobb (47)(48).

A makro- illetve mikrokeringés karosoddsa gyakori kovetkezménye a kardiovaszkularis

rendszer betegségeinek, a metabolikus szindromanak vagy a 2-es tipust cukorbetegségnek (49).

Chen és munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a 2-es tipusti cukorbetegség
kovetkeztében fellépd PDR (proliferativ diabéteszes retinopatia) €s PAD (periférias artérias
betegség) kialakulasa kozott Osszefiiggés van (50). Ennek oka lehet, hogy mindkét
patofiziologids allapot molekularis hatterében a keringés iszkémia-reperfizids karosodasai

allnak (51) (52).
3.4.1 Proliferativ diabéteszes retinopatia

Az emberi szem (oculus humanus) a latas érzékszerve, alapveté makrokomponenseit a 4. abra
szemlélteti. Szdmos Osszetevot tartalmaz, amelyek fiziologids mitkddése lehetévé teszi a
vizudlis érzékelést. Az inhartya (sclera) a szemgolyd legkiilsd rétege. A bulbushoz a
szemmozgato izmok is kapcsolodnak, ezek felelosek a szemmozgasokért. A szem eliilsO része

a szaruhartya (cornea), amely egy atlatszé kiilsd réteg, feladata az irisz €s a pupilla védelme.

A szaruhartya, a csarnokviz, a szemlencse €s az ilivegtest egyiittesen a szem toré kozegei,
amelyek biztositjak a fénysugarak fokuszalasat a retindra. A szemlencse (lens crystallina)

kiilonosen fontos szerepet jatszik a fénytorés finomhangoldsaban és az akkomodacioban.

Az irisz a szem szines része, mely a pupilla méretének beallitdsaval szabalyozza a szembe jutod
fény mennyiségét. Az irisz kdzepén helyezkedik el a pupilla, ami lehetdvé teszi a fény bejutasat
a szembe. A retina a szem legbelsd rétege, ez tartalmazza a fotoreceptor sejteket, az igynevezett
csapokat és palcakat. Ezek a sejtek a fényt jelekké alakitjak, amelyeket a latdidegen keresztiil
juttatnak el az agyba (53).
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4. abra: A szem anatomiai képletei (54)

A szembe bejutd fényt, mint ingert a fotoreceptorok transzformaljak ingeriiletté. A jel az
idegsejtek segitségével jut el az agyba, ahol a feldolgozas megtorténik. Az informécio
kozvetitéséért a nervus opticus a felelds. A retina azon része, amelynél a latoideg kilép nem
rendelkezik fotoreceptorokkal, ezt vakfoltnak nevezik. A retina a szem hétsé kétharmadat
szegélyezi és felelds a vizualis képek fogadasaért. Mikroanatomiai struktirdit a 5. 4bra

szemlélteti.
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5. abra: A retina mikoranatomiéja (54)

A retina tobb sejttipusbdl és rétegbdl épiil fel, ezek mindegyike egyedi funkcioval rendelkezik
a latas folyamataban. Az ideghartya legkiilsd rétegét a fotoreceptorok alkotjak. Ez a szegmens
kétféle specidlis sejtet tartalmaz, az igynevezett csapokat és palcakat. A retinalis réteget a kiilsé
hatarol6 membran veszi koriil, amelyet a kiilsé nuklearis réteg kovet, ez tartalmazza a
fotoreceptorok sejttesteit. Ezutan a kiilsé plexiform réteg kdvetkezik, ami a fotoreceptorok €s a
bipolaris sejtek kozotti szinapszisokat tartalmazza. Ezt kdveti a belsé nukledris réteg, ami a
bipolaris sejtek sejttesteit, valamint mas tipusu sejteket, beleértve a horizontalis sejteket és
amakrin sejteket foglalja magéaba. A kovetkezd, a belsé plexiform réteg. Ez a bipolaris és a
ganglionsejtek kozotti szinapszisok helye. Ezutan a ganglion sejtréteg kovetkezik. Végiil az
idegrostréteg zarja a sort, amelyben a ganglionsejtek axonjai talalhatdak meg, ezek a szembdl

kilépve alakitjak ki a latéideget (55).

A retina és az inhartya kozott helyezkedik el az érhartya (choroidea), amely gazdag
érhaldzataval biztositja a retina kiilsd rétegeinek vérellatasat és a megfeleld oxigén- valamint
tapanyagellatast. Az érhartya szerepe kulcsfontossagu a fotoreceptorok metabolikus igényeinek

kielégitésében.
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A retina kozponti részén talalhaté a makula (macula lutea), amely a legnagyobb vizualis
¢lességgel rendelkezd teriiletet képviseli. A makula sargafolt elnevezése a lutein és zeaxantin
pigmentek jelenlétére utal. A makula kozepén helyezkedik el a fovea centralis, amely a

legnagyobb fotoreceptor (csap) stiriséggel rendelkezik, €s a részletgazdag latasért felelOs.

Ahogy a fenti leiras is szemlélteti a retina sejtszintli alkotdi igen Osszetettek és sokfélék A
retinopatia ezen anatomiai régid betegségét jelenti, amelynek tobb tipusa létezik, azonban

mindegyik a latohartya kis ereinek betegségével jar.

Diabéteszes retinopatia

A retinopatia leggyakoribb tipusa a cukorbetegséggel kapcsolatos. Vilagviszonylatban 2020-
ban a diabéteszes retinopatiaban (DR) szenvedd betegek szamat 103 millidra becsiilték azonban
az eldrejelzések szerint, 2045-re ez a szam 160 millidra fog emelkedni (56). A DR esetén a
magas vércukorszint karositja a retina ereit, aminek kdvetkeztében folyadék vagy vér szivarog
ki az intraokularis térbe. Ez az ideghartya duzzanatdhoz (makula 6déma) és/vagy koros erek

novekedéséhez vezethet. Ezt az allapotot proliferativ diabéteszes retinopatianak (PDR) nevezik.

A diabéteszes retinopatia patoldgiai folyamata tobb, egymast kdvetd 1épésben zajlik: elészor
mikroaneurizmdk alakulnak ki a retina kis ereiben, majd ezek az aneurizmak megrepedhetnek,
aminek kovetkeztében pontszerli vérzések jonnek létre. Ezt kovetden a betegség
progressziojaval az érkarosodas és a retina oxigénhidnya fokozodik, ami az uj, koros erek
(neovaszkularizacid) novekedését serkenti. Végsod stadiumban ezek az 0 erek torékenyek és

hajlamosak a vérzésre, hegszovetek képzOddésére €s a retina szerkezetének deformalodasara.

A diabéteszes retinopatia tlinetei kozé tartozik a homalyos vagy elmosodott lataskép,az éjszakai
latasi nehézség €s az ugynevezett lebegés (ez a latdmezdben lebegni latszo foltok vagy hirok
jelensége). Bizonyos esetekben tiinetmentes, egészen addig amig a betegség eldrehaladott

stddiumba nem 1ép.
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Proliferativ retinopatia

A proliferativ retinopatia (PDR) a diabéteszes retinopatia egyik fajtaja, amely akkor fordul eld,
amikor rendellenes erek ndnek a retina felszinén, mely végiil latasvesztéshez vezethet. A Yau
¢s munkatarsai altal Osszedllitott metaanalizis szerint, globalis prevalencidja 7,5%-a

cukorbetegek korében (57).

A diabéteszes retinopatia korai stddiuméaban a retindban 1évé erek meggyengiilhetnek és
szivaroghatnak, ami a folyadék felhalmozddasat okozhatja a retindban, ez pedig a
makuladdémanak nevezett allapothoz vezethet. A betegség eldrehaladtaval a retina oxigén- €s
tdpanyaghianya 0j erek novekedését idézheti eld (angiogén inger), hogy kompenzalja a
karosodéast. Ezek az 1 erek azonban gyakran torékenyek, rendellenesek, ¢és vért
szivarogtathatnak az iivegtestbe. Ez latasromlast okozhat, ami végiil hegesedéshez, tovabba a

retina levalasahoz vezethet, ezaltal tartés vaksagot idézhet elo.

A proliferativ retinopatia sulyos kéréallapot. Altalanossagban elmondhato, hogy az elvaltozas
azonnali kezelést igényel. A betegség terapiaja magaban foglalhatja a Iézeres fotokoagulaciot,
melynek célja a rendellenes erek roncsoldsa és a tovabbi novekedés megakadalyozéasa a
latasvesztés megeldzésére érdekében. Egyes esetekben intravitrealis anti-VEGF injekcid is
sziikséges lehet. Stlyos esetekben vitrectomias miitét lehet indokolt, ami sordn az iivegtest gél

¢s a hegszovet eltavolitasa torténik meg, amelyet séoldattal helyettesitenek (58).
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3.4.2 Akut also6 végtagi iszkémia

A periférias artérias betegség (PAD) a végtagok makro- illetve mikrokeringési betegsége. A
korallapot leginkdbb az alsé végtagok érsziikiiletét jelenti. Négy alkategoriaba oszthato:

tiinetmentes, claudicatio, kritikus végtag- iszkémia (CLI) és akut végtag-iszkémia (ALI) (59).

Az akut also végtagi iszkémia (ALI) egy hirtelen fellépd érrendszeri krizis. A koérfolyamatban
iszkémianak mindsiil az az eset, amelynek tiinetei 14 napon beliil jelentkeznek, mig a 14 napot
meghalado6 fennallas esetén mar subakut allapotrol beszéliink. Az ALI eléfordulasa koriilbeliil
szazOtvenmillio f6 évente. A koérdllapot mind a végtag megmentése, mind a tulélés
szempontjabol rossz prognozisi. Megfeleld kezelés hidnydban 10-15%-0s amputécios-,

tovabba 15-20%-os haldlozasi-aranyrol szamoltak be (60).

Az ALI jellemzd okai az embdlidra vagy a trombozisra vezethetéek vissza. A trombozis
arteroszklerotikus jellegli, mig az embolia altaldban kardiovaszkularis eredetli. Az ALI
klasszikus tiinetei 6P-ként ismertek: fajdalom, sapadtsag, bénulds, paresztézia, pulzustalansag,
poikilotermia (61). Az ALI sulyossagat a Fontaine és a Rutherford-osztalyozas alapjan becstilik

meg (7. tablazat).
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7. tablazat: A periférias verOérbetegség klasszifikacidja a klinikai jelek szerint (62)

Stadium Klinikai allapot Fokozat Kategoéria Klinikai allapot
L Panaszmentes 0. 0. Panaszmentes

IL.a Enyhe CI (DT:>200m) L 1. Enyhe CI

IL.b kp. Sulyos (DT 50-200m) L. 2. kp. Sulyos
Sulyos CI L. 3. Sulyos CI

I Nyugalmi fajdalom II. 4. Nyugalmi fajdalom

M1 5. Kis szdveti kdrosodas
v Ulcus/gangrena IV. 6. Nagy szoveti kdrosodas

Roviditések: CI= claudicatio intermittens, DT:dysbasias tavolsag

A felosztas anatdmiai megkozelitését az angioszéma koncepcio reprezentalja a legpontosabban,
miszerint az als6 végtagot kiilonallo haromdimenzids szovetblokkokra osztja, amelyeket a
forrasartéridk taplalnak (63). A 1ab angioszomadit a harom {6 artéria kiilonb6z6 agai hatarozzak
meg (6. abra) (64) (65). Az eliils6 tibialis artéria (anterior tibial a.) a ldbszarat latja el és az
eliils6 bokat, mely a dorsalis pedisbe a.-ba fordul, és ezt kovetden latja el a lab hatso
szegmensét. A hatso tibidlis artéria (posterior tibial a.) latja el a sarkot a calcanealis artérian, a
labfejet a medidlis talpi artérian keresztiil, mig az oldalsé artéria talpi a lateralis 1abkozépet és
az eliils6 labfejet. A peronealis artéria két szegmensre szakad le, amelyek az eliils6 perforalo
ag, ez a boka lateralis eliils6 részét és a calcanealis 4g, ami a sarok talpi részét latja el (66). Az
angioszomak fontos hatassal birnak a plasztikai és helyreallito sebészet, a sebgyogyulds és a
a sebészek jobban meg tudjadk tervezni a miitéteket ezaltal hatékonyabban biztositjdk a
rekonstrudlandd szovetek megfeleld vérellatasat. A koncepcid idealis megkozelités a
revaszkularizacios eljarasokkal kapcsolatos dontések meghozataldban a PAD-ban vagy mas

érrendszeri betegségben szenvedd betegeknél.
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Az als6 végtag artériai forras Basic Human Anatomy. O’Rahilly, Miiller,

Carpenter and Swenson (http://www.dartmouth.edu/~humananatomy) (67)



3.5 In vivo Kkisallat modellek a preklinikai képalkoto

kutatasokban

A preklinikai vizsgalatok megvalosulasanak fobb platformjai az in silico, az in vitro, az ex vivo

¢s az in vivo modellek (7. abra).

a e .
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7. abra: Az in silico, az in vitro, az ex vivo és az in vivo modellek (68);

Az in silico modellek a kisérletet szamitogépes szimulacioval valdsitjak meg, példaul a
gyogyszerjelolt molekuldk hatdsmechanizmus becslése esetén. Az in vitro kisérleti technikék
jellemzden 2 vagy 3 dimenzids, nem az ¢élo szervezetben, hanem azon kiviil, ellendrzott
korilmények kozott lezajlo, példaul Petri-csészében megvalositott kisérletek. Az ex vivo
kifejezés olyan metodikakra utal, amelyeket egy a szervezetbdl eltavolitott szOvetmintan vagy

izolalt szoveten, szerven hajtanak végre, a homeosztazis mesterséges fenntartasa mellett. Az in
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vivo kollokacié egyed szinten, az ¢l6 szervezeteken megvaldsuld, leggyakrabban allatokon
végrehajtott vizsgalatok gylijtéfogalma. Ezen vizsgalati csoportok pontosabb definidldsa a

gyogyszerfejlesztés kiillonbozo fazasainak specialis aspektusai szerint nyer értelmet (8. dbra).

1.1
Adminisztrativ
adatok

2.1. Altalénos
tartalomjegyzék

2.2. Bevezeteés

2.4. 2.5.

Nem Klinikai
klinikai attekintés
attekintés

2.6. 2.7.
Nem klinikai Klinikai 6sszefoglald
Gsszefoglald

5.
Klinikai jelentések

5.1 Tartalomjegyzék

5.2 Vizsgalati jelentések
tablazatos Gsszefoglalo

5.3 Vizsgalati jelentések

5.4 Irodalmi hivatkozasok

8. abra: A gyogyszerfejlesztés kiilonbozé fazisainak specialis aspektusai™®(69)
*A fehér betlitipussal jelolt modulok kapcsolddnak a preklinikai kutatasokhoz. (CTD 2.4, 2.6, 4 részek)

A preklinikai (nem klinikai) kutatasok célja alapvetd informaciok megszerzése és attekinthetd
formatumban torténd kozlése egy gyogyszerjelolt molekula biztonsdgossagarol és
hatékonysagarol, mieldtt azt klinikai vizsgalatoknak vetnék ald. Ezen vizsgélatokat a helyes
laboratoriumi gyakorlat (GLP) iranymutatdsai alapjan végzik. Ennek feladata egy olyan
mindségiigyi rendszer é€letre hivasa, amely biztositja az eredmények megbizhatosagat és
reprodukalhatosagat. A gyogyszeripart szabalyozo jelentds szervezetek, mint példaul az
Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatal (FDA, Amerikai Egyesiilt Allamok) vagy az Eur6pai
Gyogyszerligynokség (EMA, Europai Unid) megkoveteli a preklinikai adatok publikélasat a
klinikai vizsgalati készitmény engedélyeztetési eljarasa soran, kiilonds tekintettel a toxikus
hatdsokra, a biztonsdgi profilra, a farmakokinetikdara és a farmakodinamidra (70). Ezen
vizsgalatokbol szarmazo adatoknak pontosnak és megbizhatonak kell lenniiik tovabba a
célpopulacio tekintetében a legalkalmasabb modellen kell alapulniuk az aktuélis tudomanyos
¢és regulacids irdnyelvek igényei szerint (71).
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3.5.1 A 3 R érvényesiilése az in vivo preklinikai képalkotd

kutatasokban

Az in vivo preklinikai képalkoto kutatasok legnagyobb mennyiségben kisallatokat, legféképpen
ragcsalokat (egereket és patkdnyokat) alkalmaznak a gyogyszerfejlesztés korai szakaszaiban.
Ennek megfeleléen az allatok felhasznaldsanak hatékonysagat javitd és az allatok szamat
csokkentd modszerek kidolgozasa és megvaldsitasa kiemelten fontos teriilet (72). Ezen elvek
Osszeségének érvényesiilése a képalkotas viszonylatdban lehetdvé teszi a kisérlet leghelyesebb
¢s leghumanusabb végpontjainak definidlasat, ami az in vivo preklinikai modellek idébeli és
térbeli nyomon kovetésén keresztiil valosithatd meg. A sziikségtelen stressz minimalizalasa a
kisérlet soran csokkenti az eredmények statisztikai szordsat és a sziikséges allatok szdmat. Ezen

alapelv harom elemi pillére: a Helyettesités, a Csokkentés és a Tokéletesités (73).
Helyettesités

A helyettesités gyakran egy élolény (altalaban gerinces allat) helyett élettelen rendszer
felhasznalasat jelenti. A helyettesitési stratégidk jellemzden a kovetkezd fobb alternativai az in
silico metodusok, példaul szimulaciok lefuttatasa, tovabba az in vitro modszerek, példaul az
izolalt szervek, a szovetmintdk ¢és a sejtkulturak felhasznaldsa. A felsoroltakon kiviil
értelmezhetd az €rzd 1ények (altalaban gerincesek) alacsonyabb rendii allatokkal (altalaban

gerinctelenekkel) valo helyettesitéseként is.
Csokkentés

A csokkentés azon elv érvényesiilését jelenti, amely a vizsgalatonként felhasznalt allatok
szamat minimalisra redukalja. Ez a statisztikai elemszam meghatarozason alapulé megfeleld
kisérlet tervezéssel, a szofisztikalt adatelemzéssel, tovabba a valtozok szamanak
csokkentésével, példaul standardizalt miitéti modszerek, tapok, genetikailag homogén allatok
alkalmazasédval érhetd el. A csokkentésre valo torekedés egyik elegdns modszere a korabban
mar publikalt tanulméanyok felhasznalasa, amellyel elkeriilhetd a tudoméanyos szakirodalombol
mar ismert adatok sziikségtelen és ismételt megszerzése. A modern in vivo non-invaziv
képalkoto technikak is értelmezhetdek a csokkentés eszkozeként, hiszen az informécio/allat

hanyados jelentdsen nagyobb, mint a beavatkozéssal jard/invaziv eljarasok esetén (74).
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Tokéletesités

A tokéletesités az adott kisérlet bizonyos paramétereinek megvaltoztatasat jelenti, az allatokat
ért artalmak minimalizalasa érdekében. Az esetek legnagyobb részében az allatok szamanak
tovabbi csokkenését tlizi ki célul, amit a humanus végpontok helyes megallapitdsaval, a
vizsgalatban nem invaziv médszerek felhasznalasaval, tovabba a helyes preventiv, peri- €s
posztoperativ fajdalomcsillapité protokollok alkalmazasaval valosit meg. Tovabbi eszkozként
szerepelhet az allatok megfelel6 elhelyezése €s a kornyezetgazdagitas (buvohely, fészkeldhely,

jatékszer biztositasa) ezzel kielégitve az allatok igényeit, csokkentve azok szorongasat.
3.6 Proliferativ diabéteszes retinopatia — patkany modell

A diabéteszes retinopatia (DR) kutatasaban a ragcesalok a legnagyobb volumenben felhasznalt
modellek, bar magasabb rendi allatok - mint példaul a kutyak -, esetén hozhatdak létre az
emberi kordllapothoz morfologiai szempontbol leginkabb hasonlatos retina elvéltozasok. A
foemldsoknél is kialakulhat a spontan cukorbetegség, igy ezen modellek a legalkalmasabbak a
retina neovaszkularis tipusti (PDR) szovodményeinek szimulaldsara (75). Jelenleg nincs olyan
modell, amely teljes mértékben alkalmas lenne az emberi DR egyes szakaszaiban fellépd
neuronalis és vaszkuldris elvaltozdsok szimuldldsara, mindazonaltal a modellek sokfélesége és
a korallapot anatomiai/molekularis szintli ismerete lehetdséget teremt az egyes aspektusok

helyes tanulméanyozésara (9. abra).
A kozponti retinalis artéria elzarasa (CRAO)

A kozponti retinalis artéria elzardsa modszer (CRAQO) alkalmas a teljes belso retina iszkémia
kivéltasara (76). A modellt a retina iszkémia-reperfiizids indukalasara hasznaltak kiilonb6zo
allatfajokban. Hayreh és munkatarsai 1980-ban k6zolt tanulmanyéban dtmeneti CRAO-t idézett
eld rhesus majmokban a kdzponti retina artéria kiilonboz6 id6tartamu megszoritasaval (77). A
fentiekben részletezett metodika kiilonb6zd allatmodellekben alkalmazhato. Prasad és
munkatarsai miitéti modszerrel egy hurkot helyeztek el a szemgolyd mdgé, majd a véraramlast
akadalyozzak a képlet meghtizadsaval (78). A rendszer alkalmas a DR neovaszkularizacios

folyamatainak szimulalasara (79) (80) (81) (82).
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3.7 Akut also végtagi iszkémia — patkany modell

A ragcsalo hatsd végtag-iszkémia a leggyakrabban hasznalt preklinikai modell a periférias
artérias betegség (PAD) és az akut végtag-iszkémia (ALI) tanulményozasara. Ezek a metddusok
alkalmasak a neovaszkularizaci6 mechanizmusainak vizsgalatara A szakirodalom szamos
valtozatot alkalmaz, az elzdrédas modjatol, idejétdl egészen a pozicionaldsig a hatsd végtag

iszkémidjanak eldidézése céljabol.

Az iszkémia-reperfiizio el6idézésének modja invaziv illetve non-invaziv médokon valdsithato
meg. Az invaziv metddus jellemzden sebészeti titon vagy elektrokoagulacios technikéaval
kivaltott ilidlis vagy femordlis artéria elzarast takar (84), mig a nem invaziv mddszer a hatso

végtag koré helyezett gumiszalag segitségével valtja ki a kivant hatast.

Aref és munkatarsai 2019-ben koz6lt tanulmanya szerint, a tourniquet ragcsald hatso végtag
modell a cukorbetegség PAD-ra és ALI-ra gyakorolt hatdsanak, valamint az eNOS (nitrogén-
monoxid szintdz), a VEGF és az angiogenezis ebben az Osszefliggésben betdltott lehetséges

szerepének tanulmanyozasara hasznalatos (85).

Abdel-Hamed és munkatdrsainak kutatdsai sordn arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az
érszoritos patkany hatso végtag modell segitségével az eNOS aktivitasa diabetesben karosodott,
ami hozz4jarulhat a véraramlas csokkenéséhez €s a végtagok szovetkarosodasahoz. Ez arra utal,
hogy az eNOS aktivalasa potencidlis célpont lehet PAD-ban vagy ALIl-ban szenvedd
cukorbetegek kezelésében, ezaltal a modell idealis kiillonbozd antioxidans terapidk tesztelésre
(86).

A VEGF-et és az angiogenezist a cukorbetegség és a PAD/ALI 6sszefliggésében is vizsgaltak
érszoritds patkany hatsé végtag modellben. Tanulmanyok kimutattak, hogy a VEGF-terapia és
mas angiogenezist el0segitd szerek javithatjdk a véraramlast, valamint csokkenthetik a

szovetkarosodast PAD-ban vagy ALI-ban szenvedd, diabéteszes patkanyokban (87).

Osszességében az érszoritds patkany hatsé végtag modell értékes eszkdznek bizonyult a PAD

crer

eNOS-t, VEGF-et és angiogenezist c€lzo lehetséges terapiak értékelésében. Azonban, mint
minden allatmodell esetében, itt is fontos, hogy ezt a modellt etikusan és az érintett allatok

jolétének figyelembevételével hasznaljak.
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4. Célkitiizés

Az érrendszer betegségeinek kutatasaiban az allatmodellek alkalmazasa az egyik legfontosabb
¢s legszélesebb korben alkalmazott kisérleti eszkdz. Az elszoritasos moédszerek, mint a
proliferativ diabéteszes retinopatia kutatasaban a szemgolyd mdgé helyezett érelszoritd, vagy
az akut als6 végtagi iszkémia kutatdsaban alkalmazott tourniquet, a megfeleldé protokoll
végrehajtasa mellett, alkalmasak lehetnek az iszkémia-reperfiizié6 medialt receptor expresszio

tanulmanyozasara az in vivo PET képalkoto eljarasok segitségével.

Kutatomunkank {6 célkitlizése az iszkémia-reperfuzi6 medidlt receptor expresszio
(APN/CD13) tanulmanyozasa olyan diagnosztikus radiogyogyszer jelolt molekulak
segitségével, amelyek az onkologiai kutatdsokban mar bizonyitott moédon, ismert specificitassal
dusulnak a receptor ligand kolcsonhatas alapjan, ezaltal alkalmasak az angiogenikus
folyamatok tanulmdnyozasara a proliferativ diabéteszes retinopatia és az akut als6 végtagi

iszkémia preklinikai modelljeiben.
A kitlizott célokat két projekt formajaban valositottuk meg:

Projekt 1:
APN/CDI13 expresszio idébeli valtozasainak in vivo tanulmanyozasa iszkémia-
reperfiizios proliferativ diabéteszes retinopatia patkdny modellben pozitron emisszios

tomografia segitségével.

Projekt 2:
APN/CD13 expresszio iddbeli valtozasainak in vivo tanulmanyozasa akut also végtagi

iszkémia-reperfiizids patkdny modellben pozitron emisszids tomografia segitségével.

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

klinikai alkalmazasok kozotti transzlaciora.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Radiokémia

A projektekhez a radiofarmakonok eléallitisa a Debreceni Egyetem, Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Orvosi Képalkotd Intézet, Nuklearis Medicina nem 6nallé Tanszék
radiokémiai laboratoriuméaban valosult meg. A [®3Ga]Ga-NOTA-¢(NGR) és [**Ga]Ga-
NODAGA-[c(RGD)]> szintéziséhez a sziikséges radioizotopot GalliaPharm® %Ge/*®Ga-
generatorral allitottuk eld (Eckert & Ziegler Radiopharma Németorszag) (10. abra).

)
“ IN 0140

(] ()

2 Eckort & Zige

A~
i)

% J 6

10. abra: GalliaPharm® ®3Ge/*®Ga-generator (88)

Az eluciot 5 ml ultratiszta 0,1 M HCl oldattal (ABX, Németorszag) hajtottuk végre, maximum
4 m/perces aramlasi sebességgel. A radionuklidot tartalmazdé oldatot frakciondlt modon
gyljtottiikk, az 1,8-3,0 ml (6sszesen 1,2 ml) kozotti részt hasznaltuk fel a jeloléshez. A
reakcioelegyek pH-jat ~4-re éallitottuk be 0,16 ml (I M) ultra tiszta natrium-acetattal

felhasznalasaval.

A szintézisekhez 1 ml térfogategységnyi [**Ga]GaCls-ot hasznaltunk fel (=300 MBq).

A radiogyogyszer eldallitasa eldtt a generatort legfeljebb 30 oraval kordbban elualtuk, hogy a
Zn?" ionok mennyiségét (ami a ®*Ga bomlasterméke) alacsony szinten tartsuk. A miivelet utan
14 6raval valosult meg a ®Ge és a ®®Ga nuklidok egyensulya, ami a feltétele a maximalis izotop

kihozatalnak.
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5.1.1 [*®*Ga]Ga-NOTA-c(NGR) szintézise

Reakcidedénynek egy 5Sml térfogati Eppendorf csévet hasznaltunk, az el6zé pontban
ismertetett 1000 ul térfogati [*3Ga]GaCls-ot ebbe mértiik be. A prekurzor bemérése utan (3
mM, 5 ul) (NOTA-c(NGR)) a reakcidelegyet az 8. tablazatban részletezett koriilmények kozott
inkubaltuk.

8. tablazat: [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) inkubalasanak paraméterei

5 perc 95 °C

Az inkubacios 1d6 letelte utan a reakcidelegyet szobahdmérsékleten (20°C) 3 percig allni
hagytuk, majd egy a szintézist megel6zden aktivalt OASIS HLB 1 cc 30 mg tdltettérfogata
oszlopon juttattuk keresztiil (aktivalas: 5 ml 96%-os EtOH (etanol), majd 10 ml injekciohoz
valé vizzel torténd mosas). A cartridge-en megkotott radioaktiv reakcioterméket 2 ml
injekcidhoz vald vizzel (B.BRAUN, Magyarorszag) tisztitottuk az esetlegesen jelenlévd
fémszennyezék és a nem komplexalt szabad %*Ga eltavolitasa érdekében. [*3Ga]Ga-NOTA-
c(NGR)-t 0,2 ml 0,9%-0s natrium klorid oldat (Fresenius Kabi, Németorszag)/96%-os etanol
(Merck, Németorszag)/2:1 térfogategység aranytu elegyével eludltuk egy Iml térfogata
Eppendorf csébe. A [*3Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t ezutan steril sziirtiik (Cathivex®-GV, Merck,

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

crcr

HN < NH,
NH
Q o]
}” NH,
HN
HN o

11. abra: [%¥Ga]Ga-NOTA-c(NGR) molekula szerkezete
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Etanol 96%
5mL

Injekcidhoz valé viz
10mL

Up. NaOAc
(1 mol/dm3)

Prekurzor

Injekciohoz valo viz
2mL

0,9%-0s NaCl oldat/
96%-osEtanol elegy
21
0,2mL

Cathivex-GV

12. abra: [%Ga]Ga-NOTA-c(NGR) és [*®*Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]. eléallitasanak

fobb 1épései és kritikus paraméterei

[68Ga]Ga-NOTA-c¢(NGR) mindségellenérzése

[%Ga]Ga-NOTA-c(NGR) monografidja nem szerepel az eurdpai gydgyszerkdnyvben igy a
Maté Gabor és munkatarsai altal kozolt mindségi paramétereket és modszereket vettiik alapul

(89). A mindségellendrzéshez tartozo specifikaciokat az 9. tdblazat foglalja ossze.
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9. tablazat: A [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) specifikacioi

Mechanikai szennyezd, szalvizsgalat tiszta, szalmentes, szintelen
pH 5-8

Specifikus aktivitas >5 GBg/umol
Radiokémiai tisztasag (HPLC) >95%
Radiokémiai tisztasag (TLC) >95%
Etanol-tartalom <10%

5.1.2 [%Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)], szintézise

Reakcidedénynek egy Sml térfogatt Eppendorf csovet hasznaltunk. Az el6zé pontban leirt,
1000 pl térfogati [*3Ga]GaCls-ot ebbe mértiik be. A prekurzor bemérése utan (3 mM, 5 ul)
(NODAGA-[c(RGD)]») a reakcidelegyet az 10. tabladzatban részletezett koriilmények kozott
inkubaltuk.

10. tablazat: [*®*Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)], inkubalasanak paraméterei

5 perc 95 °C

Az inkubdcios 1d0 letelte utan a reakcioelegyet szobahdmérsékleten (20°C) 3 percig allni
hagytuk, majd egy a szintézist megelézden aktivalt OASIS HLB 1 cc 30 mg toltettérfogatu
oszlopon juttattuk keresztiil. A cartridge-en megkotott radioaktiv reakcidterméket 2 ml
injekcidhoz vald vizzel (B.BRAUN, Magyarorszag) tisztitottuk az esetlegesen jelenlévd
fémszennyezok és a nem komplexalt szabad **Ga eltavolitasa érdekében. [**Ga]Ga-NODAGA-
[¢(RGD)]>-t 0,2 ml 0,9%-0s natrium klorid oldat (Fresenius Kabi, Németorszag)/96%-os etanol

(Merck, Németorszag)/2:1 térfogategység aranyu elegyével eludltuk egy 1 ml térfogatu
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Eppendorf csObe. A radiojelzett molekuldt ezutdn steril sziirtiik (Cathivex®-GV, Merck,
Németorszag) és elosztottuk. A folyamat fobb 1épéseit €s kritikus paramétereit az 12. abra

foglalja 6ssze. A molekula struktarajat az 13. abra szemlélteti.

13. abra: [%8Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]> molekula szerkezete

[68Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]2 minéségellendrzése

[%Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]> monografidja nem szerepel az eurdpai gyogyszerkdnyvben igy
ugyancsak a Maté Gabor és munkatérsai altal k6zolt mindségi paramétereket és modszereket
vettiik alapul (89). A mindségellendrzéshez tartozd specifikaciokat az 11. tablazat foglalja

0ssze.

11. tablazat: A [®*Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]z specifikécioi

Mechanikai szennyez0, szalvizsgalat tiszta, szalmentes, szintelen
pH 5-8

Specifikus aktivitas >5 GBg/pmol
Radiokémiai tisztasag (HPLC) >95%
Radiokémiai tisztasag (TLC) >95%
Etanol-tartalom <10%
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5.1.3 2-["®F]fluoro-2-deoxi-D-gliikdz szintézise

18F radionuklid eléallitasa

A ["®F]F- radionuklid el8allitasa a kovetkezé magreakcié felhasznalasaval torténik:
ISO(p,n) 18F

A célanyag legalabb 95% vagy annal nagyobb dusitasi fokti ['*O]viz. A besugéarzast a Nuklearis
Medicina PETTRACE 2132402 tipusu részecskegyorsitojan végeztilkk. A besugarzas
paramétereit az igényelt aktivitds nagysaga, valamint a magreakcid hozama szabja meg. A

magreakcid hozama ezen a gyorsiton 3,3+0,3 GBg/pAh.

A besugarzott ['8F]F iont tartalmazd vizet — nagy tisztasagli hélium gz segitségével —a Debreceni
Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Képalkoté Intézet, Nuklearis Medicina nem
6nallo Tanszéken elhelyezett SB2S tipusu dupla szintézis fiilkében 1évé automata

szintézismodulba juttattuk tovabbi szintetikus 1épések megvaldsitdsdnak céljabol.

A ['8F]F eloallitasa az 12. tablazatban szerepld paraméterek alkalmazasaval torténik:

12. tablazat: 2-['8F]fluoro-2-deoxi-D-gliikdz eldéllitasanak ciklotron miiveleti paraméterei

Ciklotron PETTRACE 2132402
Nyalab energia 16,4 MeV
Nyaldbaram 60-70 pA
Besugarzasi 1d6 30-120 perc

A besugarzand6 dusitott viz 2-2,5ml
térfogata

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

A 2-["®F]fluoro-2-deoxi-D-gliikoz-t a GE Tracerlab FX FDG Synthesizer (GE, USA)
szintézispanellel allitottuk eld, amely magaban integralja a jelzési reakcio és a kémiai tisztitas
folyamatait. A berendezést Tracerlab FX programmal (GE, USA) lehet vezérelni, amelynek a

vezérlofeliiletét és a szintézispanel sematikus felépitését az 14. abra szemlélteti.
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14. abra: Tracerlab FX program vezérl6feliilete és a szintézispanel sematikus felépitése

A folyamat els6 1épéseként dusitott vizzel bevitt aktiv [ '®F]fluor az erre a célra kialakitott
edénybe keriilt. A szintézisprogram inditdsaval a panelre helyezett QMA (WATERS, USA)
ioncserélé oszlopon vakuum segitségével megkotddott a [ F]fluor. A QMA ioncseréld
oszloprél a megkotott ['|F]fluor-t ionos eltcioval K,COs-al (SigmaAldrich, USA)
valasztottuk le és a reakcioedénybe juttattuk. Ahhoz, hogy a prekurzor (ABX, Németorszag)
molekulaban a szubsztiticié végbe mehessen, a [ F]fluor-t szerves oldészerben oldhatéva
kellett tenni Kriptofix 2.2.2 (Merck, Németorszag) segitségével. Ezutdn a vizmentes
acetonitrilben (SigmaAldrich, USA) feloldott prekurzor molekulat bejuttattuk a
reakcioedénybe, ahol kontrollalt koriilmények kozott (hdmérséklet, nyomas) €s megfeleld
1d6 alatt lejatszodott a szubsztitlicid, melynek soran a TATM molekula triflat csoportja
aktiv fluorra cserélddott. Ezutan a végtermékben a nem kivanatos szerves oldoszert
eltavolitottuk a reaktorbdl. Oldoszermentesités utan az acetil-csoportokat savas kozegben
hidrolizaltuk, majd a vizes elegyet egy oszlop- €s toltetsoron tisztitottuk. A szintetizalt
["®FIFDG oldatot steril szfirén keresztiil (Millex-GV, SigmaAldrich, USA) ampulldkba

juttattuk, amelyeket vizsgélati célra elkiilonitettiink.

A folyamat f6bb I1épései és ennek megfelelden az ['F]JFDG gyarto program pontjait az 15.

abra szemlélteti.
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15. abra: A ['8F]FDG gyartasanak folyamatabréja
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2-['8F]fluoro-2-deoxi-D-gliik6z mindségellendrzése

2-['"®F]fluoro-2-deoxi-D-gliikoz a Debreceni Egyetemen human gyodgyszergyarto tevékenység
okédn eurdpai gyogyszerkonyvi mindségben elérhetd. A mindségellendrzéshez tartozo

specifikacidkat az 13. tablazat foglalja Gssze.

13. tablazat: A 2-['8F]fluoro-2-deoxi-D-gliikoz specifikacioi (6)

Tulajdonsag Kovetelmény
Mechanikai szennyez0, szalvizsgalat tiszta, szdlmentes, szintelen vagy enyhén sargas
pH 5-8
Radionuklidos azonossag ['*F] energia cstcs: 511+0,5 keV
Felezési id6 meghatarozas 109,7 min +5%
Radiokémiai azonossag (['*F]FDG) eltérés a referencia anyagtol £5%
Radioaktiv koncentracio 37 - 2590 MBg/ml
Radionuklidos tisztasag Szennyez0 radionuklid: max 0,1%
Radiokémiai tisztasag (HPLC) >95% ["*F]FDG+['*F]JFDM

<10% ["*F]FDM
(a [FIFDG ¢és a ['FIFDM egyiittes

radioaktivitdsdhoz viszonyitva)

Radiokémiai tisztasag (TLC) > 95% ["®*F]FDG+["*F]FDM
<5%
["*F]F+Ac-["*F]FDG/Ac-["®F]FDM

Kriptofix <275 pg/ml

2-fluor-2-dezoxi-D-gliikk6z <62.5 ug/ml FDG

2-klor-2-dezoxi-D-gliikkoz <62.5 pg/ml CIDG

Oldoszerma-radvany Acetonitril:0,5125 mg/ml
Aceton:6,25 mg/ml

Etanol-tartalom: 0,8-6,25 mg/ml

Sterilitas steril

Bakterialis endotoxin <20,6 EU/ml
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5.2 MiniPET-II kisallat PET kamera

A PET vizsgalatokat a MiniPET-II kisallat PET kamera (Debreceni Egyetem, Magyarorszag)
segitségével az 5.5 fejezetben (Képalkotasi protokoll) ismertetett mdédon a Projekt 1:
Proliferativ diabéteszes retinopatia €s a Projekt 2: Akut als6 végtagi iszkémia vonatkozasaiban
végeztiik el a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Képalkoto Intézet,

Nuklearis Medicina nem 6nall6 Tanszék Radiobioldgiai Kutatocsoport laboratoriumaiban.

A képalkot6 vizsgalatok soran az 5.5.3 részben leirt fajdalomcsillapito protokollok alkalmazasa
mellett a megfeleld tipusu, mindségli ¢s mennyiségli radiofarmakon lateralis farokvénan at i.v.
bolusban torténd bejuttatdsa utan a megfeleld varakozasi idd elteltével az 14. tablazat szerint

végeztiik el.

14. tablazat: A Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia és a Projekt 2: Akut als6 végtagi

iszkémia vonatkozasaban alkalmazott PET vizsgalati protokoll

Vizsgalt régio Feji
Radiofarmakon tipusa [%¥Ga]Ga-NOTA-c(NGR)
vagy

[**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]»

Radiofarmakon mennyisége 15 MBq
Vérakozasi 1d6 90 perc
Képalkotas ideje 20 perc
Framek szdma 1x20 perc
Vizsgalat tipusa Statikus
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Vizsgalt régio

Als6 végtag

Radiofarmakon tipusa

[**Ga]Ga-NOTA-c(NGR)

€s
["*F]FDG
Radiofarmakon mennyisége 15 MBq
Véarakozasi 1d6 60 perc
Képalkotas ideje 20 perc
Framek szdma 1x20 perc
Vizsgalat tipusa Statikus

A MiniPET-II kisallat PET kamera egy ugynevezett LY SO kristalyokkal szerelt detektor gytirti

rendszert foglal magéaba. A berendezés alapveto tulajdonsagait az 15. tdblazat szemlélteti.

15. tablazat: MiniPET-II kisallat PET alapvet6 tulajdonsagai (90)

Detektorok szama

12

Kristalyok szama/detektor

35 x 35 darab (1225 darab)

Kristalyok anyaga Lutécium-ytrrium-szilikatoxid (LYSO)
tlikristalyok méret 1,27 mm x 1,27 mm alapél, 12 mm magassag
axialis latotér méret 48 mm

belso korgytiriijének atméro 211 mm

Térbeli felbontas a centrumban 1,2 mm

Photomultiplier tube Hamamatsu H9500

Jelfeldolgozo elektronika ATOMKI

Operacids rendszer Linux

Gytjtd/feldolgozé szoftver

Multi-Modality Medical Imaging (M31)
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A vizsgaélat soran nyert adatokat a BrainCAD verzi6 1.124 (Debreceni Egyetem, Magyarorszag)
segitségével értékeltiik ki. A kapott eredmények SUV (standardizalt felvételi érték) (1.képlet)
¢s SBR (jel/hattér arany) értékek (2.képlet) formdjaban keriiltek meghatarozasra. Hattérnek

minden esetben a vizsgélt szerv (jel) ellenoldali parjanak SUVmean értékeit vettiik.

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

1. képlet: A standardizalt felvételi érték képlete

SUV,ean Vizsgalt régio

SBR = - :
SUV e Teferencia régio

2. képlet: A jel-hattér arany képlete

Az éllatok a képalkotas ideje alatt eszméletlen allapotban voltak, a testhdmérsékletiiket fiithetd

vizsgéloasztal segitségével dlland6 37°C+0,5°C homérsékleten stabilizaltuk. A PET vizsgélatot

a 16. abra szemléltet.

16. abra: A kisérleti allatok vizsgalata MiniPET-II kisallat PET kameraval
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5.3 Kisérleti allatok

Kisérleteinket him Fischer-344 patkanyokon végeztiik. A kisérleti allatokat a szaporitasukra és

forgalmazasukra szakosodott Animalab Hungary Kft.-t6l szereztiik be.

Az éllatok tartasa és kezelése a 40/2013. (I1.14.) kormanyrendelettel 6sszhangban a Debreceni
Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Képalkoté Intézet, Nuklearis Medicina nem
onallo Tanszék allathazaban tortént (engedély szama: I1I/6-KAT/2015.). A projekteket
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag 21/2017/DEMAB és 28/2022/ DEMAB

nyilvantartdsi szdmon regisztralta.

Az allatokat IVC (egyesével szelldztetett ketrecrendszer) allvanyokon tartottuk. A
megvilagitott 6rdk szama 12 volt. Az etetés: VRF-1 (SDS Diets) ragcsalotappal ad libitum
tortént. Az itatas csapvizzel ad libitum valdsult meg. A hémérséklet: 22+2 °C, a pératartalom:
50£10% volt. Koérnyezetgazdagitasként papir fészkeldanyaggal és buvohellyel (papircsd) lattuk

el a kisérleti allatokat.

5.3.1 Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia kisérletsorozatban

alkalmazott allatok sajatsagai ¢€s elkiilonitett csoportok

A kisérletben Fischer-344 tipusu, him patkanyokat (n=15) alkalmaztunk, amelyek testsulya
250-300 gramm kozott volt. Az allatokat két csoportba osztottuk: iszkémids csoportba €s
kontroll csoportba (16. tablazat).

Iszkémias csoport (n=10)

A patkanyok bal szemében (bal bulbus-I/R) (n=10) iszkémiat majd reperfuziot valtottunk ki,
amelyet az 5.4.1 Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia — patkdany modell részben
részleteziink. A jobb szem (jobb bulbus) (n=10) nem esett 4t beavatkozason (non-I/R), igy az
belsd kontrollként szolgalt. A beavatkozas utan antibiotikumos szemcseppet alkalmaztunk a

gyulladésos folyamatok megel6zésére.
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Kontroll csoport (n=5)

A kontroll csoport esetében az allatok semmilyen beavatkozdson nem estek at (non-I/R).

Alcsoportként az iszkémias csoporttal megegyez6 logika szerint; bal bulbus- non-I/R (n=5) és

jobb bulbus-non-I/R (n=5), kiilonitettiik el. A kontroll csoport allatait ugyanazon az allattartasi

kortilmények kozott tartottuk, mint az iszkémias csoportéit tovabba ugyanolyan altatasi €s

eutanazia protokollt alkalmaztunk. A kisérletsorozat fobb részletei az 16. tablazat: Projekt 1:

Proliferativ diabéteszes retinopatia kisérletsorozatban alkalmazott allatok sajatsagai ¢és

elkiilonitett csoportok cimii részben kertiltek 6sszefoglalasra.

16. tablazat: Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia kisérletsorozatban alkalmazott

allatok sajatsagai és elkiilonitett csoportok

Allatok tipusa:

Fischer-344

Allatok neme:

Him

Allatok témege:

250-300 gramm

Csoportok megnevezése:

iszkémias csoport

kontroll csoport

Alcsoportok megnevezése

iszkémias csoport bal bulbus-I/R
jobb bulbus-non-I/R
kontroll csoport bal bulbus- non-I/R

jobb bulbus-non-I/R

Kisérleti allatok szama:

iszkémids csoport n=10

kontroll csoport n=5

5.3.2 Projekt 2: Akut alsé végtagi iszkémia kisérletsorozatban

alkalmazott 4llatok sajatsagai és elkiilonitett csoportok

A kisérletben Fischer-344 tipusu, him patkanyokat (n=15) alkalmaztunk. Az éllatok testsulya

250-300 gramm kozott volt. Az allatokat két csoportba osztottuk: iszkémids csoportba és

kontroll csoportba (17. tablazat).
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Iszkémias csoport (n=10)

A patkanyok bal hatso végtagjaban (bal hatso végtag -I/R) (n=10) iszkémiat majd reperfuziot
valtottunk ki, amely az 5.4.2 Projekt 2: Akut als6 végtagi iszkémia — patkany modell cimu
részben kertilt részletesebb kifejtésre. A jobb hats6 végtag (n=10) nem esett 4t beavatkozason

(non-I/R), igy az belsd kontrollként szolgalt.
Kontroll csoport (n=5)

A kontroll csoport esetében az allatok ugyan atestek a beavatkozason (altatds, tourniquet
felhelyezése), azonban az iszkémia majd az ezt kovetd reperfizé nem valdsult meg (non-I/R).
Alcsoportként az iszkémids csoporttal megegyez6 logika szerint; bal hats6 végtag - non-I/R
(n=5) és jobb hatso végtag -non-I/R (n=5), kiilonitettiik el. A kontroll csoport allatait ugyanazon
allattartasi koriilmények kozott tartottuk, mint az iszkémias csoportéit €s ugyanolyan altatasi €s
eutanazia protokollt alkalmaztunk. A kisérletsorozat fobb részletei az 17. tablazat: Projekt 2:
Akut also végtagi iszkémia kisérletsorozatban alkalmazott allatok sajatsagai és elkiilonitett

csoportok cimil részben kertiltek dsszefoglalasra.

17. tablazat: Projekt 2: Akut als6 végtagi iszkémia kisérletsorozatban alkalmazott allatok

sajatsagai ¢€s elkiilonitett csoportok

Allatok tipusa: Fischer-344

Allatok neme: Him

Allatok tomege: 250-300 gramm

Csoportok megnevezése: iszkémias csoport
kontroll csoport

Alcsoportok megnevezése 1szkémids csoport bal hatso végtag -I/R

jobb hats6 végtag -non-I/R

kontroll csoport bal hatso végtag - non-I/R

jobb hatsé végtag -non-I/R

Kisérleti allatok szdma: iszkémids csoport n=10

kontroll csoport n=5
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5.3.3 Féjdalomcsillapitési protokollok

A beavatkozas alatti fajdalomcsillapitas

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

tekintetében.
Posztoperativ fajdalomcsillapitas

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

allatoknak szabad hozzaférésiik volt a folyadékhoz.
A Kkisérletek befejezése

A képalkot6 vizsgalatok elvégzése utan (1asd: 5.5 Képalkotasi protokoll) a kisérleti allatokon
eutanaziat alkalmaztunk. Ezt izoflurannal torténd talaltatassal valositottuk meg, 5% izofluran
(Aerrane, Baxter, USA) + 0 liter/perc oxigén ¢és 1,2 liter/perc dinitrogén-oxid (Linde,

Magyarorszag) alkalmazasaval.
5.4 Iszkémia-reperfuzo kivaltasanak protokollja

5.4.1 Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia — patkany modell

Az altalanos érzéstelenitést kdvetden, a patkanyok bal szemét ellatod arteria centralis retinae
lekotésre keriilt az 16. dbra szerint. A szemhéjat varratokkal visszahtiztuk, az allatok szemébe
oxybuprokain tartalmt szemcseppet (Humacain 4 mg/ml, TEVA, Magyarorszag) cseppentiink
helyi érzéstelenités céljabol, majd egy kiilon erre a célra készitett elszoritot (egy polietilén
kaniilon keresztiil vezetett sebészeti varrofonal-hurok) alkalmaztunk az arteria centralis retinae
lekotéséhez. A hurkot a szemgolyd mogé helyeztiik, lazan a nervus opticus, az arteria centralis
retinae, a ciliaris artériak €s a retrobulbaris kotdszovet koré. A hurok megfeszitésével és a kaniil
nervus opticus felszine fel¢ torténd nyomdasaval az iszkémia kivalthatd és a kivant ideig
fenntarthat6 (90 perc). A hurok folyamatos feszesen tartasat egy, a sebészeti varroanyagot htizo

érfogd biztositotta a lekotés ideje alatt.
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Egy 120 D-s lencsével makroszkdposan ellendriztiik az iszkémias allapotot. Az iszkémia ideje
alatt a szem kiszaradas elleni védelmét egy karbomer-alapt szemgél (VIDISIC szemgél, Dr.
Gerhard Mann Chem.-pharm. Fabrik GmbH, Németorszag) biztositotta. A retina szdvetének
reperfuzidja az elszoritd iszkémia utani felengedésével, igy a vér arteria centralis retinae-n
keresztiili visszaaramlasaval valosult meg. A fertézések megel6zésére tobramycin tartalmi
szemcseppet (TOBREX 3 mg/ml oldatos szemcsepp, Novartis Hungaria Kft., Magyarorszag)
hasznaltunk. Az allatok felébredéséig szemiik kiszaradas elleni védelmét ismét karbomer alapt
szemgél (VIDISIC szemgél, Dr. Gerhard Mann Chem.-pharm. Fabrik GmbH, Németorszag)
biztositotta.

Az allatok beavatkozas alatti testhdmérséklete rektalis homéréfejen keresztiil keriilt

regisztralasra, amelyet flithetd miitdasztal segitségével allando 37°C+0,5°C hdmérsékleten

stabilizaltuk.

16. abra: A kisérleti allatok bal szemét ellatd arteria centralis retinae lekotése
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5.4.2 Projekt 2: Akut alsé végtagi iszkémia — patkdny modell

Az altaldnos érzéstelenitést kovetden, a bal hatsd végtagot fertdtlenitettiik, ezutdn a comb
proximalis részén azonos magassagban elasztikus gumiszalagot alkalmaztunk (tourniquet),
standard modon korbetekerve és azonos szoritoerovel elszoritva, az iszkémia 1étrehozasahoz
(17. ébra). Ezutan 120 perc iszkémia kovetkezett, amit pulzoximéterrel és az operalt végtag
cianotikus elszinez6désének megfigyelésével igazoltunk Az iszkémidt a gumiszalag

eltavolitasaval sziintettiilk meg.

Az allatok beavatkozas alatti testhdmérséklete rektalis homérdfejen keresztiil keriilt

regisztralasra, amelyet flithetd miitdasztal segitségével allando 37°C+0,5°C hdmérsékleten

stabilizaltuk.

17. abra: A kisérleti allatok bal labanak lekotése elasztikus gumiszalag alkalmazaséaval

(tourniquet)
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5.5 Képalkotasi protokoll

5.5.1 Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia

Az okuléris I/R kivaltasa utani 1., 3., 7. és 10. napokon a kisérleti és a kontroll allatokat
elaltattuk és [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t (kériilbeliil 15 MBq 150 pl fiziologis sooldatban)
injektaltuk a lateralis farokvénan keresztiil. Tovabba a 10. napon [**Ga]Ga-NODAGA-
[¢(RGD)]>-t alkalmaztunk (koriilbeliil 15 MBq 150 pul fiziologias sdoldatban). Ebben az esetben
egymas utan két PET vizsgalatot végeztiink a két radiogyodgyszer kiilon-kiilon torténd
felhasznalasaval az injektalasok kozotti négy ora idokiilonbséggel. Az érzéstelenitett kisérleti
allatok fiziologias testhOmérsékletét fiitott kameradgy hasznalataval tartottuk fenn. A
radiofarmakon eloszlasat az injekcid beadasa utdn 90 perccel in vivo PET képalkotassal
(MiniPET-II kisallat PET szkenner, Debreceni Egyetem, Magyarorszag) hatdroztuk meg (20
perces statikus PET felvételek). Az utols6 PET vizsgalatot kovetden az allatokat elaltattuk és a
szemeket megfeleld eldkészités utan tovabbi ex vivo vizsgalatoknak vetettiik ald (western blot,

hisztolégia) (18. 4bra).

Okularis I/R  Radiojelolés PET keépalkotas

\ /V Western blot

- _> _»/‘_ﬁ I~

Szovettan

18. abra: Grafikus absztrakt - Projekt 1

57



5.5.2 Projekt 2: Akut alsé végtagi iszkémia

A hatso végtag I/R kivaltasa utani 1., 3., 5., 7. és 10. napokon egymas utan két PET vizsgalatot
végeztiink két radiogyodgyszer kiilon-kiilon torténd alkalmazésaval. A kisérleti és a kontroll
allatokat elaltattuk és [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t (10,03+2,69 MBq 150 ul fizioldgias
sooldatban) majd négy oraval késébb ['|FIFDG-t (11,33+1,71 MBq 150 ul fizioldgias
sooldatban) injektaltuk a lateralis farokvénan keresztiil. Az érzéstelenitett kisérleti allatok
fiziologias testhomérséklete flitdtt kameraagy hasznalataval volt fenntartva. A radiofarmakon
eloszlasat az injekcidk beadasa utan 60 perccel in vivo PET képalkotassal (MiniPET-II kisallat
PET szkenner, Debreceni Egyetem, Magyarorszag) hataroztuk meg (20 perces statikus PET
felvételek). Az utols6 PET vizsgalatot kovetden az allatokat elaltattuk és a hatso végtagbol nyert
mintakat, megfeleld eldkészités utan, tovabbi ex vivo vizsgalatoknak vetettiik ala (western blot,
immunhisztokémia) (19. abra). Az 1., 3., 5., 7. és 10. napon tortént mintavételek alkalmaval
naponta véletlenszertien kivalasztott allatokat exterminaltunk és kiilonitettiink el mintat
(immunhisztokémia, western blott). Ez a mintavételi stratégia lehetové tette az iddbeli
valtozésok pontos kdvetését, mivel minden idépontban fiiggetlen allatokbdl szarmazo mintakat
vizsgaltunk. Az alkalmazott mddszer megfelel az allatkutatasi irdnyelveknek, biztositva az
allatszdm minimalizaladsat, mikozben megbizhatd és statisztikailag értékelhetd adatokat

szolgaltat.

Végtagi I/R Radiojeldlés PET képalkotas

| /
Western blot
HRP- w\ymerﬂ (’
Secondary antibody 74" Brown
k s precipitate
Primary antibody 2\
‘ﬂssuelaver

Immunhisztokémia

19. abra: Grafikus absztrakt - Projekt 2
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5.6 Western blot

Western blot vizsgalatok a Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia €és a Projekt 2: Akut
also végtagi iszkémia kapcsan kertiltek elvégzésre. A kisérleti allatok (az iszkémids és a kontroll
csoport) extermindcioja (az allatok életének kioltdsa, a vér eltavolitasa és 0,9%-os fiziologias
sooldattal végzett perfundalas) utdn az 18. tablazatban részletezett modon torténtek a

mintavételek.

18. tablazat: Western blot mintavételi protokoll

Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia

Mintavétel ideje Erintett csoport Erintett szerv

bal bulbus-I/R
jobb bulbus-non-I/R
bal bulbus-non-I/R
jobb bulbus-non-I/R

iszkémias csoport

10. nap

kontroll csoport

Projekt 2: Akut als6 végtagi iszkémia

1.nap bal hatsé végtag -I/R
3 iszkémids csoport jobb hatsé végtag -non-I/R
. hap
bal hatso végtag - non-I/R
5. nap
7. nap kontroll csoport jobb hatso végtag -non-I/R
10. nap
minden projekt, vese (pozitiv kontoll)
Minden idépont

minden csoport

Pozitiv kontrollként patkany vese szovetet hasznaltunk, mivel fizologias koriilmények kozott

nagymértékiit APN/CD13 fehérje expresszio jellemzi ezt a szervet.

A kisérleti allatok boncolasabdl szarmazd mintdkat Petri-csészében, fizioldgias sodoldattal
atitatott steril mull-lapra helyezve, jégen tarolva hitott koriilmények kozott atszallitottuk a
Debreceni Egyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar, Biofarmacia Tanszékre. A Western blot

vizsgalatot kdvetkezd protokoll szerint hajtottuk végre:
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Mintatarolas

A beérkezett szovetmintadkat azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben, és —80 °C-on

taroltuk a tovabbi feldolgozasig.

Mintak elokészitése

A szoveti/szervi lizatum elkészitéséhez a mintdkat jéghideg M-PER fehérje lizis pufferben
(Thermo Fisher Scientific, USA) szuszpendaltuk és lizaltuk, proteaz és foszfataz inhibitorokkal

(SigmaAldrich, USA) kiegészitve.

A szdvetmintak roncsolasa Tissue Ruptor IKA®-WERKE GmbH, Németorszag) segitségével
tortént. A sejtlizadtum fehérje mennyiségi meghatarozasat Bradford reagenssel (hazi készitésii)
végeztiik. Az 6sszes mintat 4x Laemmli pufferrel higitottuk. Minden 95 *C-on 8 percig hokezelt

fehérjemintabdl egyenld mennyiséget (40 pg) vittiink fel a futtatashoz.
Fehérje elvalasztas elektroforézissel

A lizatumokat a célfehérje molekulatomgének alapjan gélelektroforézissel valasztottuk el 10%-
os natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélen (SDS-PAGE). Molekulatomeg-markerként
Precision Plus Protein Dual Color Standard-t (BioRad Laboratories, USA) hasznaltunk.

Atvitel membranra
A fehérjéket polivinilidén-fluorid (PVDF) membranra vittiik 4t (Millipore, USA).
Blokkolas

Az antitestek nem specifikus kotddésének megakadalyozésa érdekében 5%-os tej-TBS-

Tweennel valo blokkolast hajtottunk végre.
Elsédleges és masodlagos antitest inkubacio és inkubacio

A membranokat ezutan elsddleges antitesttel inkubaltuk (egér-anti-patkany APN/CD13, egy
¢jszakan at, 4 °C, 1:500 higitas, sc-13536, Santa Cruz Biotechnology Inc., USA).

Az elsédleges antitestekkel vald inkubaldst HRP-vel jelolt anti-egér IgG masodlagos antitest

kovette (1:2000 higitas, Thermo Fisher Scientific, USA).
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Detektalas

A jelet kemilumineszcenciaval detektaltuk. Az egyes savok intenzitasat HPRT-re normalizaltuk
(anti-HPRT, 1:1000 HPRT antitest (B-11) egér monoklonalis, sc-393901; Cell Signaling
Technology, USA). A ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, USA) rendszert hasznaltuk a

membranok megjelenitésére és a savok intenzitdsanak mennyiségi értékeléséhez.

5.7 Immunhisztokémia

Az immunhisztokémia vizsgalatok a Projekt 2: Akut als6 végtagi iszkémia kapcsan keriiltek
elvégzésre. A kisérleti allatok (az iszkémias és a kontroll csoport) exterminécidja (az allatok
életének kioltasa, a vér eltavolitasa és 0,9%-os fiziologids sooldattal végzett perfundalas) utan

az 19. tdblazatban részletezett mddon torténtek a mintavételek.

19. tablazat: Immunhisztokémia mintavételi protokoll

Projekt 2: Akut als6 végtagi iszkémia
Mintavétel ideje Erintett csoport Erintett szerv
1. nap bal hatsé végtag -I/R
3 na 1szkémids csoport - X

- ap jobb hats6 végtag -non-I/R
5. nap bal hatso végtag - non-I/R
7. nap kontroll esoport jobb hats6 végtag -non-I/R
10. nap
Minden idépont minden csoport vese (pozitiv kontoll)

Pozitiv kontrollként patkany vese szovetet hasznaltunk mivel fizioldgias koriilmények kozott

nagymértékit APN/CD13 fehérje expresszio jellemzi ezt a szervet.

A kisérleti allatok boncolasabdl szarmaz6 mintakat Petri-csészében, fizioldgias sooldattal
atitatott steril mull-lapra helyezve, jégen tarolva hiitott koriilmények kozott atszallitottuk a
Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Képalkoto Intézet, Radiologiai

Tanszékre.
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Az immunhisztokémia vizsgalatot a kovetkezd protokoll szerint hajtottuk végre.
Szovet-elokészités
A boncoldsbol nyert patkdny alsdé végtag szovetmintat (izom) szénsavho és petroléter

segitségével fagyasztottuk kriométrixba agyazva.

Metszetek

A szovetmintat kriosztat segitségével 6 mikrométer vastagsagu metszeteket készitettiink. A
fagyasztott metszeteket kozvetleniil targylemezekre helyeztiik, ezt kdvetden 10%-os pufferezett
neutradlis formalinban rogzitettilk 5 percig. A fixaloszert csapvizes mosassal tavolitottuk el,
majd elvégeztiik az immunhisztokémiai reakciot a kit gyartoi leirdsa alapjan (91).

Blokkolas

Az antitestek nem specifikus kotédésének megakadalyozasa érdekében a szovetmetszeteket

blokkolo oldattal kezeltiik az 20. tablazat szerint.

20. tablazat: A blokkolas Iépései

Lépés 1do

Targylemezek tisztitasa NA
Blokkolo puffer felvitele a 30 perc

targylemezekre (2-4 csepp) és blokkolas
(20°C)
Blokkol6 puffer eltavolitasa a 5 perc
targylemezekrol €s a szovetmetszet
kozelébol

Primer antitest inkubacio

A szovetmetszeteket APN/CD13 specifikus primer antitesttel (IHCeasy, Proteintech Germany)
inkubaltuk az 21. tdblazatban jelolt 1épések szerint.
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21. tablazat: A primer antitest inkubacio 1épései

Lépés Idé
Primer antitest felvitele a NA
targylemezekre (2-4 csepp)
Inkubécio (20°C) 60 perc
Moso pufferrel torténd maradék antitest 2 perc
eltavolitasa

Maisodlagos antitest inkubacio
A szovetmetszeteket egy kimutathato, jeloléshez konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk

az 22. tablazatban részletezett 1épések szerint.

22. tablazat: A masodlagos antitest inkubaci6 1épései

Lépés Idé
Masodlagos antitest felvitele a NA
targylemezekre (2-4 csepp)
Inkubacié (20°C) 30 perc
Moso pufferrel torténd maradék antitest 2 perc
eltavolitasa

Kimutatas

Az APN/CD13 jelenlétét a masodlagos antitesthez kapcsolt kromogénnel vizualizaltuk. Ennek

1épéseit az 23. tablazat irja le.
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23. tablazat: A masodlagos antitest inkubaci6 Iépései

Lépés Idé
50 pl kromogén felvitele a NA
targylemezekre
Szinreakcid (20°C) (barna) 5 perc
Reakcio ledllitasa moso pufferrel NA
Mintak dupla-desztillalt vizes aztatasa 2 perc
Szignal felerdsito felvitele a 5 perc

targylemezekre (2-4 csepp) €s inkubacid

Mos6 pufferrel torténd mosas NA

Viztelenités és derités

A targylemezeket a kdvetkezd protokoll szerint viztelenitettiik és deritettiik, hogy lefedésre
keriilhessenek (24. tablazat).

24. tablazat: A rogzités [épései

Lépés Ido
Targylemezek meritéses mosasa 20 perc
(60%,80%,95% és 100%-os etanol
oldatban)
Targylemezek meritéses mosasa 10 perc
xilolban
Rogzité média felvitele a mintakra (1-2 NA
csepp)
Védolemez felhelyezése NA
Szaradas horizontalis pozicioban 40 perc
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Mikroszkopos vizsgalat
Az elkésziilt szOvetmetszeteket mikroszkdp alatt vizsgaltuk (Nikon Eclipse E800, Nikon
Corporation, Japan), az APN/CDI13 expressziojanak hely és intenzitdas meghatarozasanak

érdekében.
5.8 Szovettan

Szovettani vizsgalatok a Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia kapcsan keriiltek
elvégzésre. A kisérleti allatok (iszkémids és kontroll csoport) extermindcioja (allatok életének
kioltasa, a vér eltavolitasa és 0,9%-os fiziologias sdoldattal végzett perfundalas) utan a jobb ¢és
bal oldali bulbusokat eltdvolitottuk. A mintdkat Eppendorf cs6ben, fiziologids sdoldatban,
hiitott koriilmények kozott atszallitottuk a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,

Orvosi Képalkoto Intézet, Radioldgiai Tanszékre.
A vizsgalati anyag elokészitése

A mintdk beérkezésének napjan a bulbusokat bedgyazdé médiumba helyeztiik (Shandon
Cryomatrix®, Thermo Scientific, Egyesiilt Kiralysag) és kialakitottuk a blokkokat (25.
tablazat).

25. tablazat: Blokk készités 1épései

1. cryomatrix (1 csepp)
2. parafa

3. cryomatrix (1 csepp)
4. szemminta
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Ezt kovette az aluminium mintartd elokészitése, ami izopentannal valo feltoltéssel és
szénsavhoba valo elhelyezéssel valosult meg. A mintatarté megfelelé hdmérsékletének elérése
utdn a bedgyaz6é médiummal boritott mintablokkok fagyasztasra keriiltek a hiitdkeverékbe valod
martassal. A bedgyaz6 médiummal korbevett bulbusok fagyasztasa sagittalis élettani sik szerint

tortént.

A fentebb részletezett modon elOkészitett mintdkbol kriosztat segitségével 9 um atmérd;i
metszeteket készitettiink -21°C-on (Shandon Cryotome E, Thermo Scientific, Egyesiilt
Kiralysag).

Fixalas

A fixalast az 26. tablazatban részletezett 1épések szerint hajtottuk végre azzal a céllal, hogy a

sejtek, szovetek fehérjeit denaturaljuk, és az enzimatikus bomlési folyamatokat leallitsuk, ezzel

alkalmassa téve a mintat a tovabbi Iépések kivitelezésére.

26. tablazat: A fixalas lépései

Lépés 1do
Fixalas 10%-os pufferezett neutralis 5 perc
formalinban
Aramlé vizes mosas 5 perc
Desztillalt vizes oblités 5 perc

Hematoxilin-eosin festés

A HE festést az 27. tdblazatban részletezett mddon hajtottuk végre.
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27. tablazat: Hematoxilin-eosin festés 1épései

Lépés Idé
Mayer hematoxilin 8 perc
Vizes kékités 8 perc
Desztillalt vizes oblités NA
0,5%-o0s eosin 1 perc
Viztelenités (6blités Alkohol 3, 4, 5; NA
Aceton 2; xylol 3, 4)
Fedés NA

Az elkésziilt metszeteket fénymikroszkop alatt vizsgaltuk (Nikon Eclipse E800, Nikon

Corporation, Japan).

5.9 Statisztikai analizis

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

Mariakerke, Belgium) hasznaltunk.
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6. Eredmények
6.1 Radiokémia

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

[%8Ga]Ga-NOTA-c(NGR) (projekt 1 és projekt 2 esetében) és [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]»
molekuldk eldallitdsa rendben, robusztusan, megfelelé specifikus aktivitdssal és kivalod
radiokémiai tisztasaggal valosult meg. A szintézisek mindségi paramétereit az 28. és az 29.
tablazat a termék szempontjabol kritikus mindségi  paraméterek  reprezentativ

kromatogrammjait az 21. és az 22. dbra hivatott szemléltetni.

28. tablazat: A [®3Ga]Ga-NOTA-c(NGR) szintézisek eredményei

Mechanikai szennyezd, szalvizsgalat tiszta, szalmentes, szintelen tiszta, szalmentes, szintelen
pH 5-8 6,5-6,8
Specifikus aktivitas >5 GBg/pmol 5,17-5,93 GBg/pumol
Radiokémiai tisztasag (HPLC) >95% >97
Radiokémiai tisztasag (TLC) >95% >99%
Etanol-tartalom <10% <8%

Szintézis szam NA 9

Sikertelen szintézis szam NA 0

29. tablazat: A [®3Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]; szintézisek eredményei

Mechanikai szennyez0, szalvizsgalat tiszta, szalmentes, szintelen tiszta, szalmentes, szintelen
pH 5-8 6,2-6,8
Specifikus aktivitas >5 GBg/pmol 5,45-6,72 GBg/pumol
Radiokémiai tisztasag (HPLC) >95% >98
Radiokémiai tisztasag (TLC) >95% >99%
Etanol-tartalom <10% <9%
Szintézisszam NA 1

Sikertelen szintézisszam NA 0
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Measurement RGD_20220926.rta
C:\GINA_Star_ TLC\GA\RGD_20220926.RTA

raytest GmbH

Page

1/1

Print date: 2022.10.05.

1,80{C/mm *10Q9 8 TLC
o i
@ 5
1,60 2 N
T T T T T T T T T
50 60 70 mm
Measurement: RGD_20220926.rta, started: 2022510055 15427
Method: ga ¥
Origin: 10 mm Front: 190 mm
Meas. time: 0:00:30 Resolution: 0,33 mm Energy: 25-1500 kev
High voltage: 500,0 V
Radio detector: raytest MiniGITA Serial Nr.: 1201027
TLC
Substance [ R/F | %Total |Type Area| %Area
3 % ’ Counts %
68GA-RGD 0,028| 94,49| DD 12394,00(100,00
Sum in ROI 12394,00
|Tota1 area 13117,00
[Area RF 12774,00
|Ext. BKG 0,00 C/mm

21. 4abra: A [%®Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]> radiokémiai tisztasdg vizsgalat (TLC)

kromatogrammja (koriilmények: Silica gél

kifejlesztészer: citrat 0,5M pH=4,5)

60 tipust kromatografias

vékonyréteg,
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Measurement 68GA_DOTAGA-NGR_20220817.rta raytest GmbH Page 1/1
C:\GINA_Star_ TLC\GA\68GA_DOTAGA-NGR_20220817.RTA Print date: 2023.05.31.
5,00{C/mm *10Q9 & TLQ
H Z
3 g
4,50 @ %
& .
o}
&
4,00 [
¥]
oo
0
T T T T T T T T
60 70 mm
Measurement : 68GA_DOTAGA-NGR_20220817.rta, started: 2022.08.26. 10
Method: ga *
Origin: 10 mm Front: 190 mm
Meas. time: 0:00:30 Resolution: 0,33 mm Energy: 25-1500 keVv
High voltage: 500,0 V ’
Radio detector: raytest MiniGITA Serial Nr.: 1201027

TLC

Substance i R/F | %Total |Type ?rea %$Area
| % Counts %

68Ga-DOTAGA-NGR | 0,061| 94,71| DD 36275,00|100,00

Sum in ROI 36275,00

Total area 38300,00

Area RF 38114,00

Ext. BKG 0,00 C/mm

22. abra: A [%Ga]Ga-NOTA-c(NGR) radiokémiai tisztasag vizsgalat (TLC) kromatogrammija

(koriilmények: Silica gél 60 tipusu kromatografids vékonyréteg, kifejlesztdszer: citrat 0,5M

pH=4,5)
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6.1.2 Projekt 2: 2-['®F]fluoro-2-deoxi-D-gliikoz eldallitasanak

eredményei

A 2-['®F]fluoro-2-deoxi-D-gliikdz molekula eldallitisa rendben, robusztusan, megfeleld

radiokémiai tisztasdggal valdsult meg. A szintézisek mindségi paramétereit az 30. tablazat a

termék szempontjabol kritikus mindségi paraméterek reprezentativ kromatogrammjait az 23. és

24. abra szemlélteti.

30. tablazat: 2-['®F]fluoro-2-deoxi-D-gliik6z szintézisek eredményei

Tulajdonsag Kovetelmény Eredmény
Mechanikai szennyez0, tiszta, szalmentes, szintelen vagy tiszta, szalmentes, szintelen vagy
szalvizsgalat enyhén sargas enyhén sargas
pH 5-8 6,5-6,8
Radionuklidos azonossag ['°F] energia csucs: 511+0,5 keV 511+0,3 keV

Felezési id6 meghatarozas

109,7 min £5%

109,7 min £1%

Radiokémiai azonossag eltérés a referencia anyagtol £5% eltérés a referencia anyagtol
(["*FJFDG) +0,20%
Radioaktiv koncentracio 37 - 2590 MBqg/ml 1490-1500 MBg/ml
Radionuklidos tisztasag Szennyez6 radionuklid: max 0,1% 0%

Radiokémiai tisztasag (HPLC)

>95% [8F]JFDG+['*FJFDM
<10% ['*FJFDM
(a ["*F]FDG és a ['*F]FDM egyiittes

radioaktivitasdhoz viszonyitva)

>99% ['*F]JFDG+['*F]JFDM

<10% ['8F]FDM
(a ['8F]FDG és a ['8F]FDM
egyiittes radioaktivitisahoz

viszonyitva)

>95% [*F]JFDG+['*F]FDM

>99% ["*F]JFDG+["*F][FDM

<5%
o,
Radiokémiai tisztasag (TLC) =5% ['SF]F+Ac-["*F]FDG/Ac-
['"*F]F+Ac-["*F]FDG/Ac-["*F]FDM
['SFJFDM
Kriptofix <275 ng/ml <275 ng/ml

2-fluor-2-dezoxi-D-gliikdz

2-klér-2-dezoxi-D-gliik6z

<62.5 ug/ml FDG
<62.5 ug/ml CIDG

<62.5 ug/ml FDG
<62.5 ug/ml CIDG

Oldészermaradvany

Acetonitril:0,5125 mg/ml
Aceton:6,25 mg/ml

Acetonitril: <0,006 mg/ml
Aceton: <0,007 mg/ml

Etanol-tartalom: 0,8-6,25 mg/ml 1,6-2,0
Sterilitas steril steril
Bakterialis endotoxin <20,6 EU/ml <0,10 EU/ml
Szintézis szam NA 5
Sikertelen szintézis szam NA 0
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FDGM3059 FDGM9059~1 17,/08,/2022 07:18:43

HPLC VIZSGALATI JELENTES

Felhasznalo joszai istvan Vizsgalati modszer : MBE-118

Kiertekeles ideje  17/08/2022 07:18:41

Rendszer System-2 .

Vizsgalat ideje 17/08/2022 07:06:41 Project Name ~ FDG-2022
Fajlnev

Meresi Modszer FDG

100000

90000 - .

80000 -

70000
S 60000 -
=2
£ 50000
§ A )
£ 40000

30000 -

20000

10000 - 1J

0 'l A '2 A'3 A A = A
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 100 12.0
Retention Time [min]

#|Peak Name|CH|R [min]|Area [uV-sec] Height [uV]|Area%|Resolution
1|{Unknown | 1| 1.795 2180 279]  0.08 5.582
2|Unknown | 1| 3.243 3987 386| 0.15 2.090
3|18F 1] 387 2790 283| 0.10 3.576
4|18F-FDG | 1| 5.603 2708335 100960| 99.62 6.215
5/Unknown | 1| 9.025 1503 125 0.06 N/A

.

23. abra: A 2-['®F]fluoro-2-deoxi-D-gliikéz radiokémiai tisztasdg vizsgalat (HPLC)
kromatogrammja (Eluens: 100 mM NaOH oldat, Kolonna: DIONEX CarboPac PA10 4x250

mm)

72



Measurement FDGM9059.rta raytest GmbH Page 1/1
C:\GINA_Star_ TLC\FID-F\FDGM9059.RTA Print date: 2022.08.17.

C/mm *1000 TLC

22,04

Start
18F-FDG

Front

20,0

50,

18, 04

16, 0

14, 04

12,0

10,0

8,0

Ac-18F-FDG

65,

Measurement: FDGM9059.rta, started: 2022.08.17. 7327
Method: FID-F
Origin: 15 mm Frort: 95 mm
Meas. time: 0:03:02 Resolution: 0,33 mm Energy: 25-1500 keV
High voltage: 501,0 V
Radio detector: raytest MiniGITA Serial Nr.: 2006152
TLC ’
Trc|Substance R/F Area| %Area
Counts %
TLC|18F-FDG 0,438| 222076,0| 99,59
TLC |Ac-18F-FDG {1 0,621 917,9 0,41
Sum in ROI 222993,9
Area RF 237019,0 é—/‘—'-/ =
Ext. BKG 0,00 C/mm

24. abra: A 2-['"®F]fluoro-2-deoxi-D-gliikéz radiokémiai tisztasag vizsgilat (TLC)
kromatogrammja (koriilmények: Silica gél 60 tipusi kromatografids vékonyréteg,

kifejlesztoszer: acetonitril viz (95+5 V/V%))
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6.2 Projekt 1: Proliferativ diabéteszes retinopatia — patkany

modell

6.2.1 APN/CDI13 receptor expresszio in vivo longitudindlis
vizsgalatanak eredményei [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET

segitségével

A proliferativ diabéteszes retinopatia patkany modelljének segitségével az APN/CD13 receptor
expressziojanak in vivo longitudinalis vizsgalatat valdsitottuk meg. A kisérletek soran
[*Ga]Ga-NOTA-c(NGR) radiofarmakonnal PET képalkotast végeztiink, hogy a kapott

eredmények alapjan elemezziik a receptorok jelenlétének valtozasat az id6 fliggvényében.

A PET-képek kvalitativ analizise egyik vizsgalati napon sem mutatott [**Ga]Ga-NOTA-
c¢(NGR) felhalmozddast a kontroll csoport kisérleti allatainak egyik latoszervében sem (bal
bulbus- non-I/R, jobb bulbus-non-I/R). Ezzel szemben az iszkémids csoport sebészileg leko6tott
latoszervei esetén a beavatkozéds utdn 3 nappal jelentds radiofarmakon felhalmozodés volt
detektalhat6 (bal bulbus-I/R). Tovabba markans radiogydgyszer felvétel volt megfigyelhetd az
iszkémias csoport nem lekotott szemgolydiban is a beavatkozas utan tiz nappal (jobb bulbus-

non-I/R) (25. A. dbra).

A bomlaskorrigdlt PET felvételek kvantitativ analizise soran, szignifikdnsan (p < 0,01)
megndvekedett [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvétel volt detektilhatd az iszkémids csoport
lekotott szemeiben (bal bulbus-I/R), ahol a SUVmean értékek 0,35+0,06, 0,29+0,05 és
0,33+0,04-nak adodtak 3, 7 és 10 nappal a beavatkozas utan (25. B. abra).

Az els6 vizsgélt idépontban (1 nappal a beavatkozas utan) nem volt szignifikans kiilonbség az
I/R indukalt és a nem I/R indukalt szemek SUVmean értékei kozott (iszkémias csoport bal
bulbus-I/R vs iszkémias csoport jobb bulbus-non-I/R vs kontroll csoport bal bulbus- non-I/R és
kontroll csoport jobb bulbus-non-I/R) (p < 0,05). A 25. B. abra tantisaga szerint, a beavatkozas
utdn 3 és 7 nappal az I/R indukalt bulbusok (iszkémias csoport bal bulbus-I/R) [**Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) felvétele kortilbeliill kétszerese volt a kontroll csoport estén detektalt
értekekhez viszonyitva, tovabba nem volt megallapithatd szignifikdns kiilonbség a
radiofarmakon akkumulécioban a kontroll és az iszkémids csoport nem I/R indukalt szemei

kozott (p < 0,05).
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Ezzel szemben a beavatkozas utan 10 nappal megndvekedett [*Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvétel
(SUVmean=0,23+0,06) volt detektalhaté az iszkémids csoport nem ligalt szemeiben (jobb
bulbus-non-I/R) (25. B. abra). A kontroll csoport bal (SUVmean=0,11+0,05) és jobb
(SUVmean=0,09+0,02) bulbusainak SUVmean ¢értékei megkozelitdleg kétszer alacsonyabbnak

adodtak az iszkémias csoporthoz képest.

A Kontroll Iszkémias B
csoport csoport
0,57 i k
o
0,451 — e |
0,4
0,35

o ; SuUvV 0,3
: : V ' 5 g l
e . 2 S 025
2
” Q.. ? 02
7.na \ R 0,15
p 4 @ ' 0
5 / . 011
0,05

10. nap YARLLE ] 0 H
‘ » 1 3 7 10
2, , Napok

B Iszkémids csoport, bal bulbus-I/R

E Kontroll csoport, bal bulbus-non-I/R

O Iszkemias csoport, jobb bulbus-non-I/R
O Kontroll csoport, jobb bulbus-non-I/R

25. abra: A PET képalkotas eredményei a [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) beadasat kdvetéen. A:
Reprezentativ transzaxialis bomlaskorrigalt PET-képek a kontroll csoportrol (A panel, bal
oldalon) €s az iszkémias csoportrol (A panel, jobb oldalon) 1, 3, 7 és 10 nappal a beavatkozas
utan.

A fekete nyil az iszkémids csoport lekotott szemére (bal bulbus-I/R), a sotétsziirke nyil az
iszkémias csoport nem lekotott szemére (jobb bulbus-non-1/R), a sziirke nyil a kontroll csoport
nem lekotott szemére (bal bulbus- non-1/R), a fehér nyil a kontroll csoport nem lek6tott szemére
(jobb bulbus-non-I/R) mutat.

B: A PET-képek kvantitativ elemzése 1, 3, 7 és 10 nappal a szem I/R kivaltasa utan és 90 perccel
a [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) intravénas injekcidja utan.

Szignifikancia szintek: p < 0,05 (*) és p < 0,01 (**)
Allatok szama: 1. nap n=10+5, 3. nap n=8+4, 7. nap=6+3, 10. nap n=4+2 (csoportok:
1szkémids+kontroll)
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6.2.2 aVP3 integrin receptor expresszid in vivo vizsgalatanak

eredményei [*®*Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)], PET segitségével

Az aVPB3 integrin receptor expresszidjanak meghatarozasara in vivo [*Ga]Ga-NODAGA-
[¢(RGD)]> PET képalkotast alkalmaztunk. A SUV korrigalt PET-képek elemzése soran nem
volt kimutathatd emelkedett érték a felhalmozodast tekintve az iszkémias csoport lekotott
szemeiben 10 nappal a kivaltott I/R utan a tobbi csoporthoz viszonyitva (iszkémias csoport bal
bulbus-I/R vs jobb bulbus-non-I/R, kontroll csoport bal bulbus- non-I/R, jobb bulbus-non-I/R)
(26. A. abra). Ezt a megfigyelést megerdsitette a kvantitativ SUV analizis, ahol nem volt
szignifikdns kiilonbség a SUVmean értékekben sem az iszkémias csoport ligalt
(SUVmean=0,61+0,08) és nem ligalt (SUVmean=0,57+0,07) alcsoportjai (iszkémids csoport
bal bulbus-I/R vs iszkémids csoport jobb bulbus-non-I/R), sem az iszkémias és a kontroll
csoportok kozott (SUVmean=0,60+0,08) (iszkémias csoport bal bulbus-I/R vs kontroll csoport)
(26. B. ébra) (p < 0,05).

A Kontroll csoport Iszkémias csoport Bos
SUV(g/mI)
5 l
4| 08 ]
o N, s
® i S
c o
o £ o4
~ =
I %)
0
B Iszkémias csoport, bal bulbus-I/R 0.2
B Iszkémias csoport, jobb bulbus-non-I/R
O Kontroll csoport, bal bulbus-non-I/R
O Kontroll csoport, jobb bulbus-non-I/R 0

26. abra: PET képalkotds [*Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]> radiofarmakon alkalmazasaval.
A: Reprezentativ transzaxialis bomlaskorrigalt PET-képek a kontroll (A panel, bal oldalon) és
az iszkémias csoportrol (A panel, jobb oldalon) 10 nappal a szem I/R kivaltasa utan (inkubacios
id6:90 perc, radiofarmakon: [*®Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]» beviteli forma: intravénas
injekcio)

B: A PET-képek kvantitativ elemzése 10 nappal a szem I/R kivaltasa utdn (inkubacios 1d6:90
perc, radiofarmakon: [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)] beviteli forma: intravénas injekcio).

Allatok szama: 10. nap n=4+2 (csoportok: iszkémias-+kontroll)

76



6.2.3 PET vizsgalatok jel-hattér arany (SBR) elemzésének

eredményei

A bomlas-korrigalt PET képek kiértékelése alapjan jel-hattér arany (SBR) elemzést végeztiink
el. Az APN/CD13 specifikus [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) molekulat tekintve megallapitast nyert,
hogy az iszkémids csoportban az SBR arany szignifikdnsan magasabb volt a beavatkozas utani
3. (SBR=2,65+0,65) ¢s 7. (SBR=3,51%0,99) napokon, dsszehasonlitva a kontroll csoport SBR
értékeivel ugyanazon vizsgalt idépontokban (p < 0,05). Tiz nappal a beavatkozas utdn is magas
SBR értek (SBR=2,11+0,95) volt megfigyelhetd az iszkémids csoportban, de ez a kiilonbség
nem volt szignifikéns a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva (p < 0,05). A kontroll csoport SBR
értékei valtozatlanok maradtak a vizsgalat alatt, ami arra utal, hogy nem volt specifikus
[®®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felhalmozddas a vizsgélt allatokban (27. A. dbra). Az aVB3 integrin
receptor specifikus radiogyogyszer, a [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]. alkalmazasaval tiz
nappal az okularis I/R kivéltasa utdn nem volt tapasztalhatd szignifikans kiilonbség az SBR

értékek tekintetében az iszkémias és a kontroll csoportok kdzott (27. B. abra) (p < 0,05).

A 5 . W Iszkémias csoport *

8 Kontroll csoport

SBR

m Iszkémias csoport
Bis, = Kontroll csoport

SBR

0,5 -

7
Napok 10. nap

27. abra: Jel-hattér arany (SBR) elemzés eredményei.

A) SBR eredmények 1., 3., 7. és 10. nappal az okularis I/R utan [®*Ga]Ga-NOTA-c(NGR)
radiofarmakon alkalmazasaval.
(B) SBR eredmények 10 nappal az okularis I/R utin [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]>
radiofarmakon alkalmazésaval.

Szignifikancia szint: p < 0,05 (*).
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6.2.4 Western blot és szOvettan vizsgalatok eredményei

Az APN/CD13 ¢és avp3 molekulak expressziojat tiz nappal a beavatkozast kovetden vizsgaltuk
Western blot technikaval. Az APN/CD13 kifejez6désének kimutatdsahoz patkany veseszovetet
hasznéltunk pozitiv kontrollként, mivel ezen szovetrdl ismert, hogy magas szintli expressziot
mutat. Ez lehetévé tette a Western blot eljards hatékonysaganak ¢és specifitasanak

megerdsitését, valamint alapveto referenciapontként szolgalt a tobbi vizsgalt mintdhoz képest.

Az okuldris szovetmintakon végzett APN/CD13 expressziojanak elemzése soran szignifikdnsan
magasabb mennyiség volt detektalhato az iszkémias csoport ligalt bulbusaiban (bal bulbus-1/R),
mint ugyanezen allatok nem lekotott szemeiben (jobb bulbus-non-I/R), valamint a kontroll
csoportban (28. A és B abra) (p <0,05). Az iszkémids csoport nem ligalt (jobb bulbus-non-I/R)

¢s a kontroll csoport latoszervei kozott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség (p < 0,05).

A hisztologiai vizsgéalatok a retina sulyos szerkezeti karosodéasat igazoltdk a ganglion
sejtrétegben (GCL), az inner plexiform rétegben (IPL), valamint a belsd és kiilsé nukledris
rétegekben (INL és ONL) az iszkémids csoport ligalt bulbusai esetén (bal bulbus-I/R). A
hematoxilin-eozin (HE) festésii szovettani mintdkban a ganglion sejtréteg alkotdinak szamaban
jelentds csokkenés volt tapasztalhato, amely a cellularis szétesésre és elhaldsra utal. Az inner
plexiform rétegben a teriilet elmosodottsdga és a fiziologids szerkezet elvesztése volt
megfigyelhetd. A belsé nuklearis réteg (INL) sejtjei korében karyolizis (a sejtmagok
feloldodasa) és karyopiknozis (a sejtmagok zsugorodédsa) volt észlelhetd, amely a sulyos
sejtkarosodas jele. Ezen feliil a kiils6 nuklearis réteg (ONL) sejtjei kozott a sejtmagok
rendezettsége felborult. A mintakban felfedezhetd volt az extracellularis tér relativ ndvekedése,
ami az intercellularis 6sszekottetések gyengiilésének a kovetkezménye lehet. A kontroll csoport
mintaiban a sejtrétegek szerkezete €s denzitdsa normalis volt €s nem mutatott eltéréseket (28.

C. abra).

Az avP3 integrin receptor expressziot szintén elemeztiik a kisérleti csoportokban. Az avf3
integrin receptor kimutatasdhoz ugyancsak patkany veseszOvetet alkalmazva pozitiv
kontrollként. Az eredmények alapjan az avp3 receptor kifejezédésében nem volt tapasztalhato
szignifikans kiilonbség sem az iszkémids, sem a kontroll csoport mintai kozott (28. D., E. és F.
abra) (p < 0,05). Az avP3 receptor expresszidjanak szintje mind a ligdlt, mind a nem ligalt
szemek esetében hasonld volt és nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kontroll csoport

értékeihez képest (p < 0,05).
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0 Kontroll csoport, jobb bulbus-non-I/R

28. abra: A vizsgalati csoportok neoangiogén marker expresszidjanak Western blot és
hisztopatologiai analizise 10 nappal a beavatkozas utan.
A: APN/CD13 expresszio vizsgalata western blott analizissel.

B: Az APN/CD13 expresszio sematikus diagramja (kvantitativ Western blot analizis).
C: Reprezentativ H-E festés a kisérleti csoportok lekotott €s nem lekotott szemeiben.
D: aVP3 integrin receptor expresszid vizsgalata western blott analizissel.

E ésF: Az aV és B3 integrin receptor expresszid tetszoleges egységértékeinek sematikus
diagramja (kvantitativ Western blot analizis).

Szignifikancia szint: p < 0,05 (*).
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6.3 Projekt 2: Akut also végtagi iszkémia — patkany modell

6.3.1 APN/CDI13 receptor expresszio in vivo longitudindlis
vizsgalatanak eredményei [®*Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET

segitségével

Az akut alsé végtagi iszkémia patkany modelljének segitségével az APN/CDI13 receptor
expressziodjanak in vivo longitudinalis vizsgalatat valositottuk meg. A vizsgélatok soran
[%¥Ga]Ga-NOTA-c(NGR) radiofarmakonnal PET képalkotast végeztiink, ennek a célja az volt
hogy a kapott eredmények alapjan elemezziik a receptorok jelenlétének valtozasat az id6

fiiggvényében.

A kisérletben [®®Ga]Ga-NOTA-c¢(NGR) radiofarmakonnal végzett PET vizsgilati
eredményeket hasonlitottunk 0ssze a I/R (iszkémia-reperfiizid) sériilésen atesett hatso
végtagokat vizsgalva, a nem I/R indukalt hatsé testrészekkel Osszevetve az iszkémias
csoportban, valamint a non-IR hats6 végtagokat a kontroll csoportban, hogy feltarjuk az
iszkémia-reperfuzido 4altal okozott hatasokat az APN/CD13 receptor mintdzatanak
vonatkozasdban. A [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET radiofarmakonnal megvaldsitott PET
képalkotas a hatso végtagok esetében a 29. A, B és 29. A 4brakon lathato6.

A vizualis értékelés soran megallapitast nyert hogy az iszkémids csoportban az I/R hatso
végtagok (bal hatsdé végtag -I/R) felvétele fokozatos novekedést mutatott az iszkémia
indukcigjat kovetden az elsé naptdl a hetedik napig, majd a 10. napon éles csokkenés volt
megfigyelhetd a [*Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvételében. Ezzel szemben, alacsonyabb
radioaktivitas volt detektalhatdo a non-I/R hatsé testrészekben (iszkémias és kontoll csoport)

(29. és 31. 4bra).

A 29. C. és D. abrik a [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felhalmozddasinak mennyiségi értékelését
hivatottak bemutatni (SUVmean ¢és SUVmax). A vizualis elemzéssel 0Osszhangban
megfigyelhetd volt, hogy folyamatosan nétt a SUVmean értéke az I/R hatso labakban az
iszkémias csoport esetén (bal hatso végtag -I/R) az elsé naptdl (SUVmean: 0,090+0,005) a
hetedik napig (SUVmean: 0,230+0,015). A SUVmean értékek a hetedik napon (0,230+0,015)
bizonyultak a legmagasabbnak, amit ¢les csokkenés kovetett a 10. napon (0,123+0,010).
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29. abra: Az APN/CD13 expresszi6 in vivo longitudinalis értékelése [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR)
PET képalkotas segitségével.

A: Reprezentativ transzaxidlis bomlaskorrigalt PET-kép a kontroll csoportrdl a tourniquet altal
kivaltott hats6 végtagi iszkémiat kdvetden 7 nappal.

B: Reprezentativ transzaxialis bomlaskorrigalt PET-kép az iszkémids csoportrdl a tourniquet
altal kivaltott hatso végtagi iszkémiat kdvetden 7 nappal.

C: A [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET vizsgalatok kvantitativ SUVmean elemzése 1, 3, 5, 7 és
10 nappal az iszkémia indukciodja utan.

D: A [%®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET vizsgalatok kvantitativ SUVmax elemzése 1, 3, 5, 7 és 10
nappal az iszkémia indukcidja utan.

A fekete nyil és oszlop az iszkémias csoport lekotott végtagjara (bal hatsé végtag -I/R), a
sotétsziirke nyil és oszlop az iszkémids csoport nem lekotott végtagjara (jobb hatsd végtag -
non-I/R), a sziirke nyil és oszlop a kontroll csoport nem lekotott végtagjara (bal hatso végtag -
non-I/R), a fehér nyil és oszlop a kontroll csoport nem lekotott végtagjara utal (jobb hatso
végtag -non-I/R).

Szignifikancia szint: * p < 0,05.

Allatok szama: 1. nap n=10+5, 3. nap n=8+4, 5. nap n=6+3, 7. nap=4+2, 10. nap n=2+1

(csoportok: iszkémias+kontroll)
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Az iszkémids csoportban az I/R hatsé végtagokban (bal hatsé végtag -I/R) az iszkémia
kivaltasat kovetd otodik, hetedik és tizedik napokon szignifikinsan emelkedett [**Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) felhalmozddas volt detektalhatd a normalisan perfundalt hatsé labakhoz képest
ugyanazon kohort esetén (jobb hatsé végtag -non-I/R ), a SUVmean értékek pedig
0,138+0,010, 0,230+0,015 és 0,123+0,010 voltak az I/R hatso testrész esetében az 6todik,
hetedik ¢€s tizedik napokon, illetve 0,085+0,012, 0,088+0,015 és 0,0934+0,011 a non-I/R hatsé
labakon ugyanazokon a mérési idopontokban (29 C. és D. abra) (p < 0,05). A longitudinalis
vizsgalat maximuma [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvételi értéke esetén a hetedik napon volt

megfigyelhetd.

Az elvégzett vizsgalatok értékelése sordn nem volt kimutathat6 szignifikéns kiilonbség az I/R
¢s a non-I/R hats6 végtagok kozott a beavatkozason atesett allatokban a SUVmax értékek
tekintetében (iszkémias és kontroll csoport) (p < 0,05). Azonban az elsé és a harmadik napokon
a lekdtést kovetden nem volt megallapithato szignifikans kiilonbség az I/R és a non-I/R hatso
labak SUVmean értékei kozott az iszkémias csoportban (SUVmean értékek: 0,090+0,005 és
0,100+0,007 az els6 ¢és harmadik napon, illetve 0,080+0,005 és 0,075+0,006 az elsé és
harmadik napon; p < 0,05). Ezenkiviil az 6t6dik és a hetedik napi vizsgélati idépontokban az
I/R hatso testrészek (bal hatsé végtag -I/R) kdzel 2-3-szorosan magasabb [**Ga]Ga-NOTA-
c(NGR) felvételt mutattak, mint a normalisan perfundalt végtagok (jobb hatso végtag -non-1/R)
az iszkémids csoportban (29. C. és D. abra). Tovabba az I/R hats6 végtagok radiofarmakon
felhalmozodasa (SUVmean: 0,138+0,010 (6todik nap) és 0,230+0,015 (hetedik nap))
koriilbeliil kétszer, haromszor magasabbnak adddott, mint a kontroll csoport egészséges
allatainak barmelyik laba esetén ugyanabban a mérési idépontban (bal hatsé végtag - non-I/R
SUVmean: 0,070+0,004 (6todik nap) és 0,073+0,008 (hetedik nap); jobb hatso végtag -non-I/R
SUVmean: 0,070+0,005 (6todik nap) és 0,071+0,009 (hetedik nap)). Emellett nem volt
kimutathat6 jelentds kiilonbség az iszkémias csoport non-I/R hats6 végtagjainak és a kontroll
csoport non-I/R hétsé testrészeinek [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvételében, sem a kontroll

csoport bal és jobb non-I/R hatsé végtagjai kozott (p < 0,05).
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6.3.2 Metabolizmus in vivo longitudinalis vizsgalatdnak eredményei

["®F]FDG PET segitségével

Az akut alsé végtagi iszkémia patkdny modelljének segitségével nem specifikus in vivo
longitudinalis vizsgalatot valositottunk meg. A vizsgilatok soran ['*F]FDG radiofarmakonnal
PET képalkotast végeztiink, ezt azzal a céllal valositottuk meg hogy a kapott eredmények

alapjan elemezziik a radiofarmakon felhalmozodasanak valtozasat az 1d6 fiiggvényében.

A transzaxialis bomlaskorrigalt PET-képek és a kvantitativ értékelésének eredményei a 30. A.—
D. és a 31. B. abran figyelhetok meg. A vizsgélatok soran kvantitativ PET adatelemzést
végeztiink amely alapjan megfigyelhetd volt a ["*F]FDG felhalmozodasénak folyamatos
novekedése az iszkémids csoport bal hatso végtag -I/R végtagjaiban az 1. (SUVmean:
0,70+0,26) és a 7. (SUVmean: 1,18+0,32) vizsgalati idopontok kozott, amelyet a 10. napon
csOkkenés kovetett (SUVmean: 0,59+0,30) (30. abra). Ez a tendencia hasonldsdgot mutat a
[%8Ga]Ga-NOTA-c(NGR) vizsgalatok eredményeivel. Emellett a 3. (SUVmean: 0,90+0,28), 5.
(SUVmean: 1,09+0,30) és 7. (SUVmean: 1,18+0,32) napokon az I/R hatsé végtagok (iszkémias
csoport, bal hatsd végtag -I/R) ["*FJFDG koncentracidja szignifikinsan magasabb volt
ugyanezen csoport non-I/R hats6 labainak (jobb hatsé végtag -non-I/R), valamint a kontroll
csoport ugyanezen a kisérleti napokon mért non-I/R testrészeinek (bal hatsé végtag - non-I/R
¢€s jobb hatso végtag -non-I/R) értékeihez képest (30. dbra) (p < 0,05); ezen tulmenden az I/R
hatsé végtagokban koriilbeliil 2-3-szoros mennyiségili radioaktivitas volt detektalhatd, mint

ugyanazon allatok non-I/R hétsé labaiban.

Sem az iszkémia indukcigjat kovetd 1. napon, sem a 10. napon nem volt tapasztalhato
szignifikans kiilonbség az iszkémids csoport I/R €s non-I/R hatsé végtagjainak metabolikus
aktivitdsa kozott (SUVmean értékek az 1. napon 0,70+0,26 és 0,65+0,21, a 10. napon pedig
0,59+0,30 és 0,51+0,17) (p < 0,05). Hasonloképpen, az I/R hatso labak ['®F]FDG halmozisa
nem tért el a kontroll csoport non-I/R hatso testrészeinek felvételi értékeiben a beavatkozast
koveto 1. és 10. napokon (p <0,05). A kisérleti csoportok kvantitativ PET vizsgalati eredményei
a 30. C. és D. abran talalhatoak.
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30. abra: Az akut végtagi iszkémiat kdvetd metabolikus valtozasok in vivo longitudinalis
értékelése ['*F]FDG PET képalkotas segitségével.

A: Reprezentativ transzaxialis bomlaskorrigalt PET-képek a kontroll csoportrol a tourniquet
altal kivaltott hatso végtagi iszkémiat kovetden 7 nappal.

B: A: Reprezentativ transzaxialis bomlaskorrigalt PET-képek az iszkémids csoportrdl a
tourniquet altal kivaltott hatsé végtagi iszkémiat kovetden 7 nappal.

C: A ['8F]FDG PET vizsgalatok SUVmean elemzése 1, 3, 5, 7 és 10 nappal az iszkémia
indukcidja utan.

D: A ['8F]FDG PET vizsgalatok SUVmax elemzése 1, 3, 5, 7 és 10 nappal az iszkémia
indukciodja utan.

A fekete nyil és oszlop az iszkémias csoport lekotott végtagjara (bal hatso végtag -1/R), a
sOtétsziirke nyil és oszlop az iszkémias csoport nem lekotott végtagjara (jobb hatso végtag -
non-I/R), a sziirke nyil és oszlop a kontroll csoport nem leko6tott végtagjara (bal hatso végtag
- non-I/R), a fehér nyil és oszlop a kontroll csoport nem lek6tott végtagjara utal (jobb hatso
végtag -non-I/R).

Szignifikancia szint: * p < 0,05.

Allatok szama: 1. nap n=10+5, 3. nap n=8+4, 5. nap n=6+3, 7. nap=4-+2, 10. nap n=2+1

(csoportok: iszkémias+kontroll)
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31. abra: Az [%®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) és ['®F]FDG felhalmozodasanak longitudinalis
értékelése also végtagi patkdnymodell esetén PET technikaval.

A: Reprezentativ transzaxialis bomlaskorrigalt [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET-képek a kontroll
¢s az iszkémids csoportrdl 1, 3, 5, 7 és 10 nappal az iszkémia indukciojat kovetden.

B: Reprezentativ transzaxidlis bomlaskorrigalt ['*F]JFDG PET-képek a kontroll és az iszkémias
csoportrdl 1, 3, 5, 7 és 10 nappal az iszkémia indukcigjat kovetden.

A fekete nyil az iszkémias csoport lekotott végtagjara (bal hatso végtag -I/R) mutat

Allatok szama: 1. nap n=10+5, 3. nap n=8+4, 5. nap n=6+3, 7. nap=4+2, 10. nap n=2+1

(csoportok: iszkémias+kontroll)
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6.3.3 Western blot vizsgélatok eredményei

Az APN/CDI13 molekuldk kifejezodését Western blot technikaval elemeztiik mindkét
allatcsoportban. Az APN/CDI13 fehérje expresszio szignifikdnsan magasabb szintje volt
detektalhato az iszkémids csoport I/R hats6 végtagjaiban (bal hatso végtag -I/R) az iszkémias
csoport €s a kontroll csoport non-I/R hétsé labaihoz képest az iszkémia indukciojat koveto 1.,
3., 5., 7. és 10. napokon (32. abra) (p < 0,05). Tovabba nem volt tapasztalhatd jelentds
kiilonbség az iszkémias csoport nem-iszkémids hatso testrészeinek (jobb hatso végtag -non-I1/R)
¢s a kontroll csoport (non-I/R) alcsoportjainak fehérje expresszidja kozott. A fehérje
kifejezddés az 1., 3.,5, 7. napokon folyamatos novekedést mutatott majd a 10. napon jelentds
csOkkenés volt megfigyelhetd. A vizsgalati eredmények tanusdga szerint, az expresszid

maximuma a hetedik napon volt megéllapithato.
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32. abra: Western blot analizis az iszkémids (I/R) és normalisan perfundalt (non-I/R) hatsé
végtagi izomszoveti lizatumokban az APN/CD13 expresszid (150 kDa) meghatarozésara az
iszkémia indukciojat kovetd 1., 3., 5., 7. és 10. napokon.

Bels6 kontrollként HPRT-t (25 kDa) hasznaltuk a mintdk mennyiségének kiegyenlitésére.
Pozitiv kontrollként patkany veseszovetet alkalmaztunk.

A fekete szin az iszkémias csoport lekotott végtagjara (bal hatsd végtag -I/R), a sotétsziirke
szin az iszkémids csoport nem lekotott végtagjara (jobb hatsd végtag -non-1/R), a sziirke szin
a kontroll csoport nem lekotott végtagjara (bal hatso végtag - non-I/R), a fehér szin a kontroll
csoport nem lekotott végtagjara utal (jobb hatsd végtag -non-I/R). A csikos minta a vese mint
pozitiv kontrollra utal.

Szignifikancia szint: * p <0,05.
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6.3.4 Immunhisztokémia vizsgalatok eredményei

A kisérleti csoportok végtagjainak izomszdéveti mintdit immunhisztokémiai vizsgalatnak
vetettilk ald Ez annak érdekében tortént hogy kovethessiik az APN/CD13 expresszio
iszkémiahoz kapcsol6dd iddbeli valtozasait molekularis szinten. A vizsgalat soran az
APN/CD13 fehérje jelenlétét barna festddés jelezte, amely lehetdséget biztositott a valtozasok
szOveti szintll vizualizalasara €s kvalitativ elemzésére. Az iszkémias €s a kontroll csoportok
vazizomszoveteinek receptoridlis mintdzatanak Osszehasonlitdsa érdekében elemeztiik a
western blott vizsgalattal megegyez6é moédon elkiilonitett mintakat, azzal ekvivalens logika
szerint. Az Osszehasonlitds soran a mintadk ugyanazon protokoll szerint keriiltek elokészitésre

¢s feldolgozasra, hogy biztositsuk az eredmények Osszevethetdségét.

A 33. abra az IHC vizsgélatok eredményeit hivatott Osszefoglalni, amely szemlélteti az
expresszio idobeli dinamikajat a kisérleti és a kontroll csoportokban. Az els6é napon (33. A.
abra) az iszkémids csoport iszkémidn atesett végtagjainal (bal hatsdé végtag -I/R) gyenge,
elszortan megjelend barna festddés volt megfigyelhetd az iszkémids végtag izomszovetében,
amely a fehérje alacsony szintli jelenlétére utalt. A harmadik napra (33. B. 4bra) a festddés
intenzitasa egyértelmiien fokozodott, €s a festett teriiletek mérete is jelentdsen megndvekedett,
jelezve az expresszid emelkedését és az érintett sejtek nagyobb szdmat €s a hetedik napra (33.
D. 4bra) a barna festddés elérte a maximalis intenzitast, amely az APN/CDI13 kifejezddés
csucspontjat tiikkrozte az iszkémién atesett szovetekben. Ezt kovetden az APN/CD13 expresszio
intenzitasa enyhén csdkkent a beavatkozas utani 10. napon (33. E. 4bra), jelezve a molekularis

folyamatok valtozasat.

Az iszkémids csoport nem lekotott hatso labai (jobb hatsé végtag -non-I/R) esetén alig
¢észlelhetd6 APN/CD13 pozitivitas volt megfigyelhetd (33. F. abra), tovabba hasonld eredményre
jutottunk a kontroll csoport norméalisan perfundalt (non-IR) hisztoldgiai metszetei esetén is (33.
G. abra). A kontroll csoport ezen non-I/R mintai negativ kontrollként szolgéltak az APN/CD13

expresszio vizsgalatahoz, biztositva az eredmények hitelességét és specifikussagat.

A patkdny veseszovet (33. H. é4bra) pozitiv kontrollként volt alkalmazva az APN/CD13
kifejez6dés kimutatasara, mivel ezen szovetrdl ismert, hogy magas szintli expressziot mutat. A
fentebb ismertetett alkalmazds oka az immunhisztokémiai eljards hatékonysaganak és
specifitdisanak megerdsitése. A veseszOveten detektalt intenziv barna festddés nagy
bizonyossaggal jelezte az APN/CD13 jelenlétét, amely alapvetd referenciapontként szolgalt a

tobbi vizsgalt mintahoz képest.
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33. abra: Az APN/CDI13 expresszi6 immunhisztokémiai vizsgalata az iszkémias csoport

bal hats6 végtag -I/R izomszovetében az iszkémidat kivaltd tourniquet-alkalmazésa utani 1. (A),
3.(B), 5. (C), 7. (D) ¢és 10. (E) napokon. Az iszkémids csoport jobb hats6 végtag -non-I/R (F)
és a kontroll csoport (G) jobb hatsé végtag -non-I/R hats6 végtagi izomszdveti mintait negativ
kontrollként hasznaltuk. A patkany veseszovet (H) pozitiv kontrollként szolgalt az APN/CD13
expresszio kimutatasara. Az anti-CDI13 primer antitestet 3,3-diaminobenzidinnel (DAB)

vizualizaltuk (barna festédés). Nagyitas: 40x. Méretarany: 200 um.
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7. Megbeszélés

A makro- illetve mikrokeringés karosodasa gyakori kovetkezménye a kardiovaszkularis
rendszer betegségeinek, a metabolikus szindromanak €s a 2-es tipusu cukorbetegségnek (49).
Chen és munkatarsai arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a 2-es tipusu diabétesz kovetkeztében
fellépd PDR (proliferativ diabéteszes retinopatia) és PAD (periférids artérids betegség)
kialakulasa kozott 0sszefiiggés van (50). Ennek molekularis hatterében a keringés iszkémia-
reperfuzio (I/R) altal eldidézett karosodasai allnak (51) (52). Tovabba Buehler és munkatarsai
azt a megallapitast tették, miokardialis infarktus ragcsalé modell vizsgalata sordn, hogy relacio
allapithato meg az I/R éaltal kivaltott mechanizmusok és az APN/CDI13 kifejezddésének
valtozasa kozott (92).

Az APN/CDI13 expresszioja fokozodik hipoxids kornyezetben, igy potencialis biomarkerként
alkalmazhaté az iszkémia-reperfuzdval és neovaszkularizacidval jard allapotok pozitron
emisszids tomografidval végzett vizsgalataban. Semenza és munkatarsai ['*F]FDG-vel végzett
kisérletei bizonyitottdk, hogy a hipoxia-indukalt faktor (HIF) részt vesz a tumor
angiogenezisben, amely molekularis hatterében a gliikkoz metabolizmus fokozdodasa all (11).
Ezen kutatds jol reprezentalja a ["*F]FDG jelentéségét, mint a PET képalkotas ,,arany
standardja”, ami nagyszamu kutatasban jelenik meg mint referencia molekula. Tovabba Zheng
és munkatirsainak vizsgalati eredményei azt mutattdk, hogy a [®*Ga]Ga-NOTA-PRGD;
molekula, mint human klinikai vizsgéalati készitmény effektiv eszkoz lehet a tiidérak
képalkotasdban, ezenkiviil szignifikAnsan hatékonyabb a ['*F]JFDG PET/CT-vel szemben a
metasztatikus nyirokcsomok azonositasa terén (17). Az RGD szekvencia alkalmazhatosaga
jelentds kutatoi érdeklddést valtott ki az onkoldgia tertiletén, tovabba Ujabb igéretes tripeptid
szekvenciakat tartalmazd molekulak fejlesztését iranyozta eld. Az NGR szekvencia beépitése
és felhasznaléasa kiilonb6z6 kémiai modositdsokkal és mas-mas gylirlizarasi stratégiaval késziilt
peptid-szdrmazékokba lehetdséget ad kiilonféle gyogyszerjelolt molekulak fejlesztésére és
tesztelésére, mint példaul [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR). A kozolt vizsgalati eredmények alapjan a

hatdsmechanizmus az APN/CD13 receptorhoz valo specifikus kotédésen alapul (19).

Dolgozatomban kettd vizsgalatsorozat keriilt kifejtésre. Az elsében a proliferativ diabéteszes
retinopatia patofiziologiai folyamatait vizsgaltuk patkdny allatmodellen, ahol az iszkémia-
reperfuzio altal inicializalt angiogenikus folyamatok és az APN/CD13 molekula expresszioja
kozotti Osszefliggések feltarasara tettiink kisérletet. A kutatasban az allatok bal szeme lekotésre

keriilt majd az igy kivaltott iszkémiat 90 perc utdn megsziintettiik. Az okularis I/R kivaltasa
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utdni 1., 3., 7. és 10. napokon [®*Ga]Ga-NOTA-c(NGR)-t injektaltuk a lateralis farokvénan
keresztiil. Tovabba a 10. napon [®®Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]»-t is alkalmaztunk. A
radiofarmakon eloszlasat az injekcid beadasa utdn 90 perccel in vivo PET képalkotassal
hataroztuk meg. A PET vizsgalat sorozatot kovetden ex vivo Western blot és szdvettani

vizsgalatokat végeztiink.

A masodik vizsgalatsorozatban az akut alsé végtagi iszkémia patofiziologiai folyamatait
vizsgaltuk patkany allatmodellen, ahol az iszkémia-reperfuzio altal inicializalt angiogenikus
folyamatok ¢s az APN/CD13 molekula expresszidja kozotti osszefliggések feltarasara tettiink
kisérletet. A kutatasban az éllatok bal laba lekotésre keriilt majd az igy kivaltott iszkémiat 120
perc utan megsziintettiik. A hatso végtag I/R kivaltasa utani 1., 3., 5., 7. és 10. napokon egymas
utan két PET vizsgalatot végeztiink, el6szor [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) majd négy 6raval késébb
['®F]FDG alkalmazasaval. A radiofarmakon eloszlasat az injekciok beadasa utdn 60 perccel in
vivo PET képalkotéassal hataroztuk meg. A PET vizsgalatok mellett ex vivo Western blot ¢s

immunhisztokémia vizsgalatokat is végeztiink.
Kutatémunkank elvégzése soran a kovetkez6 1j eredmények sziilettek:

o Az elsé kisérletsorozatban, proliferativ diabéteszes retinopatia patkény allatmodellben,
Osszefliggést mutattunk ki az iszkémia-reperfuzio altal inicializalt angiogenikus
folyamatokban részt vevé APN/CD13 receptor expresszidjanak mértéke és a [**Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) felhalmozdédasanak SUVmean értékei kozott, PET képalkotés
segitségével.

e Longitudinalis vizsgalatot végeztiink az 1., 3., 7. és 10. napokon az I/R utan, ahol
megvizsgaltuk a radiojeldlt molekula felhalmozodasanak iddbeli véltozasait.

e FEzek alapjan a [®®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) alkalmas radiotrészer az APN/CDI13
iszkémia-reperfizid altal kivaltott expresszidjanak mennyiségi €s idébeli valtozasainak
kimutatdsdra  iszkémia/reperfuzi6  4ltal  kivaltott  diabéteszes  retinopatia
patkanymodellben.

o A masodik kisérletsorozatban, akut alsé végtagi iszkémia allatmodellben, 6sszefliggést
mutattunk ki az iszkémia-reperfizio altal inicializalt angiogenikus folyamatokban részt
vevd APN/CDI13 receptor expresszidjanak mértéke és a [*3Ga]Ga-NOTA-c(NGR),
valamint a gliikdz metabolizmus véltozasa és a ['F]FDG felhalmozddasahoz kothetd

SUVmean értékek kozott, PET képalkotas segitségével.
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e Longitudinalis vizsgalatot végeztiink az 1., 3., 5., 7. és 10. napokon az I/R utan, ahol
megvizsgaltuk a radiojeldlt molekuldk felhalmozodasanak idébeli valtozasait.

o Arraakovetkeztetésre jutottunk hogy a [*3Ga]Ga-NOTA-c(NGR) alkalmas radiotrészer
az iszkémia-reperfizio altal kivaltott APN/CD13 expresszidjanak, tovabba a ['* F]JFDG
a gliik6z metabolizmus mértékének mennyiségi és idobeli valtozasainak kimutatasara

az akut als6 végtagi iszkémia allatmodellben.

A kutatomunka els6 szakaszadban a diabéteszes retinopatia mikrovaszkularis szovodményeit
tanulmanyoztuk patkany allatmodellen. A tudomanyos szakirodalombol ismert, hogy a koros
vaszkuléris burjanzas, az angiogenezis €s a retinalis hipoxia jelenléte erdsen Osszefiigg a DR
kialakulasaval (93, 94). Kordbban mar beszamoltak arrdl, hogy a cukorbetegségben a magas
vércukorszint eldsegiti a hipoxia kialakulasat, ami a pro-angiogén faktorok, példaul a
vaszkuléris endotelidlis novekedési faktor (VEGF), az angiopoietin-2 (Ang-2), a vérlemezke
eredetli novekedési faktor (PDGF) és mas mediatorok fokozott expresszidjat eredményezi a
retina rétegeiben és az iivegtestben (94, 95). Ezen tulmenden kordbbi vizsgélatok kimutattak,
hogy az NGR peptid APN/CD13-hoz ¢és az RGD peptid aVP3 integrin receptorhoz vald
specifikus kotddése miatt ezen molekuldk radioaktivan jelolt formai alkalmasak lehetnek az
angiogenikus folyamatok in vivo tanulmanyozasara iszkémia-reperfuziés modellekben. Ezen
Osszefiiggések elemzése alapjan, a munka célja az volt, hogy az ¢l6 szervezetben
meghatarozzuk az APN/CD13 hipoxia altal kivaltott angiogén faktor expresszids szintjét

iszkémia-reperfuzios patkdnymodellben [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET segitségével (89, 96).

Az APN/CD13 expresszi6 id6beli valtozasanak értékelésére az iszkémia-reperfiizid indukalt
patkanymodellben in vivo PET képalkotast alkalmaztunk. Az €l6 szervezetben iszkémia-
reperfuzioval Osszefiiggd angiogenikus folyamatokat vizsgalo kutatasok teriiletén széleskorben
ismertek a ragcsald retina modellek, amelyek alkalmasak az wjérképzddés fizioldgias és
korélettani folyamatainak tanulmanyozasara. Az egyik leggyakrabban hasznalt modell a
latoideget kisérd artéridk és erek lekotése (97), ezért vizsgalatunk sordn ligalt szem patkany
allatmodellt alkalmaztuk. A vizsgalt idopontokat (1., 3., 7. és 10. napok az I/R utan) az els6
héten varhato APN/CD13 expresszios cstcs miatt valasztottuk ki, mivel mas szervek iszkémia-
reperfizids modelljeiben, mint példaul a hatsé végtag (98) vagy a szivizom (96) esetén ezen
értékek a hetedik napig emelkedd, majd ezutan csokkend tendenciat mutattak. A PET vizualis
értekek voltak detektalhatok, mint a kontroll csoport latdszervei esetén (25. A. abra). A vizualis

értékelés soran a bal bulbus (iszkémids csoport, bal bulbus-I/R) egyértelmiien vizualizalhaté
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volt [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) segitségével, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a radiotrészer
kotddik a sériilt retina alkotdihoz. Az iszkémias csoport ugyanazon kisérleti allataiban a nem
ligalt szemek (iszkémids csoport, jobb bulbus-non-I/R) esetén a hattérértékekhez hasonld
SUVmean mennyiségeket ¢és vizualis mintazatot detektaltuk. A kontroll csoportban a nem
lekotott szemgolyokban (non-I/R) hasonld eredményeket regisztaltunk, mint az iszkémias

csoport nem ligalt 1atoszervei (jobb bulbus-non-I/R) esetén.

A longitudinalis vizsgalatban mind az iszkémids, mind a kontroll csoportot SUVmean
analizisnek vetettiik ald. Az els6 napon nem volt szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a vizsgalati
csoportok kozott. A kapott adatok alapjan sikeresen kialakitasra keriiltek a longitudinalis
vizsgalat alapértékei. A vizsgalatsorozat tobbi idopontjaban kapott eredmények megfeleltek a
hipotézisnek; statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p < 0,05) talaltunk az iszkémiés csoport
ligalt (bal bulbus-I/R) és nem lekotott (jobb bulbus-non-I/R) bulbusai kézott, tovabba nem volt
szignifikans kiilonbség az iszkémias csoport nem ligalt (jobb bulbus-non-I/R) és a kontrol
csoport nem lekdtott (non-I/R) latdszervei kozott. Erdekes modon a beavatkozas utani tizedik
napon megndvekedett [*Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvételt detektaltunk az iszkémias csoport
nem ligdlt szemei esetén (jobb bulbus-non-I/R) (25. B. abra). Ez az idObeli mintdzat jol
illeszkedik a korabbi megfigyelésekhez, melyek szerint az iszkémia-reperfuzios karosodast
kovetden az angiogenezishez, gyulladashoz €s szdveti regeneraciohoz kapcsolodd markerek —
koztiik integrinek vagy peptiddzok — expresszidja fokozatosan ndvekszik az elsé napokban,
majd koriilbeliill egy hét elteltével tetdzik, és ezt kovetden mérséklédik. Gronman és
munkatarsai (96) példaul a myocardialis I/R modellt alkalmazva kimutattdk, hogy az avfp3
integrin expresszidja [**Ga]Ga-NODAGA-RGD PET segitségével a 13 + 4 napon. Vizsgalati
eredményekkel megegyez6 iddbeli lefolyast (7. napi maximum) irt le Orbay és kollégai (98) is
a hatso végtagi iszkémids modellben, ahol az angiogenikus folyamatok, valamint a perfuzid
dinamikdja is ezt a mintazatot kdvette. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az APN/CD13
expressziojanak valtozasa is hasonld kinetikdt mutat, igy az altalunk valasztott id6pontok
megalapozottan reprezentaljak a kulcsfontossagu fazisokat. Feltételezésilink szerint az esetleges
sejtes (példaul a latoidegfej és a pregangliondlis neuronok véraramlasanak valtozasa) és a
fiziologias autoregulaciés mechanizmusok (példdul a vaszkularis simaizomsejtek miogén
Osszehuzodasa altal elinditott depolarizacio, érhartya valasz) allhatnak ezen eredmények
hatterében (99-101). Ezen mechanizmusok hatterében olyan komplex sejtes és érrendszeri
véalaszok allnak, amelyek kulcsszerepet jatszanak a retindlis és chorioidedlis véraramlas

fenntartasaban iszkémids stressz esetén. Kur és munkatarsai (99) részletesen ismertették a retina
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¢s ¢rhartya véraramlasanak szabalyozasdban részt vevé miogén, neurogén ¢s metabolikus
mechanizmusokat, amelyek zavarai patologias koriilmények kozott jelentds funkcionalis
eltérésekhez vezethetnek. Tovabba, Lovasik és munkatarsai vizsgalatai (100) ravilagitottak
arra, hogy az egyoldali perfuziocsokkenés a kontralateralis szem retinalis mukodését is
hatranyosan befolyasolhatja, ami a centralis szabalyozas kozvetett hatasara utal. Kergoat (101)
pedig kimutatta, hogy a vaszkularis stressz elektrofizioldgiai kovetkezményei, példaul az
elektroretinografias eltérések, jol korreldlnak az autoregulacios valaszokkal, fiiggetleniil a
diabeteszes hattértdl. Ezek az adatok alatdmasztjak azt a feltételezést, miszerint a sejtes és érfali
reakciok integralt médon jarulhatnak hozza a megfigyelt expresszios mintazatokhoz. Tovabba
a tudomanyos szakirodalombol ismert, hogy az APN/CD13 részt vesz az extracellularis matrix
lebontasaban, ami befolyasolhatja a vér-retina gat permeabilitasat (102, 103). Az SBR elemzés
elvégzése sordn a kisérleti csoportokban a vizsgalt szerv ellenoldali parjat alkalmaztuk belsd
standardként. Az eredmények alakulasa a szakirodalombol ismert trendet mutatta és az eldzetes
varakozasoknak megfeleld volt. Az elsé napon nem volt szignifikans kiilonbség detektalhatd
az iszkémias és a kontrol csoport értékei kozott. A harmadiktdl a hetedik napi csucsértékig
szignifikans (p < 0,05) kiilonbség volt kimutathaté a csoportok kozott, majd a tizedik napon
visszaesést tapasztaltunk az SBR értékek tekintetében. A tizedik napon végzett vizsgalatok
alapjan megéllapithato, bar tovabbra is szemmellathat6 kiillonbség adodott az iszkémias csoport
¢s a kontroll csoport értékei kozott ,bar ezek a kiilonbségek mar nem voltak statisztikailag

szignifikansak (27. A. abra).

A [%Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)] specifikus kotddése az aVB3 integrin receptorhoz ismert
jelenség (104), ezért ezt a molekuladt hasznaltuk fel a specificificitds vizsgalatara, annak
érdekében, hogy kizarjuk a nem szelektiv kotddés lehetdségét in vivo. A SUVmean és az SBR
analizisekben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget sem az iszkémias csoport (bal bulbus-
I/R/jobb bulbus-non-I/R), sem a kontroll csoport eredményeiben (bal bulbus- non-I/R/jobb
bulbus-non-I/R) (26. B. és 27. B 4bra). Tekintettel arra, hogy a [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]»
és [*3Ga]Ga-NOTA-c(NGR) molekulak alkalmazisakor nem volt szignifikans kiilénbség az
SBR értékekben a nem ligalt szemek (non-IR) értékei kozott (iszkémids, kontroll csoport), arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) molekula nem specifikus
kotdédése kizarhatd a kisérleti modelliink esetén (27. B. dbra). Bar az I/R altal kivaltott
angiogenezis nem minden aspektusara deriilt eddig fény, az viszont ismert, hogy a vese- és a

sziv iszkémia modellekben az angiogén faktorok, mint példaul a VEGF, aktivalodnak az I/R
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utan a korai és késoi stddiumokban, hogy stabilizal6 hatast fejtsenek ki a mikrokeringésben ¢€s

a vérellatasban az érintett teriileteken (105, 106).

Az oVP3 integrinhez nagy affinitassal k6t6dé [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)], radiofarmakon
alkalmazasa lehetdséget adott a nem specifikus kotddés kizarasara. A kvantitativ analizis soran
a radiofarmakon felhalmozodasa nem mutatott szignifikans kiilonbséget sem az iszkémids, sem
a kontroll csoport szemeiben, ami kozvetett modon megerdsiti, hogy a [*3Ga]Ga-NOTA-
c(NGR) tracer esetében a mérési eredményeket nem torzitja nem specifikus koétddésbol
szarmazo radiofarmakon felhalmozodas. Tovabba, az integrin-specifikus [**Ga]Ga-NODAGA-
[c¢(RGD)]»alacsony koncentracidja arra utal, hogy ebben a kisérleti modellben és az alkalmazott
idéablakban nem jellemzd a fokozott aVB3 integrin expressziod, igy az I/R altal kivaltott
angiogenikus vélasz e szakaszban még nem jelentkezik markdnsan az intraokularis

szovetekben.

A fentebb ismertetett megfigyelés részben O6sszhangban van Velikyan és munkatdrsainak
adataival, akik f6eml6s modellben vizsgiltdk a [*®*Ga]Ga-DOTA-RGD molekula
biodisztribiciojat (104). Eredményeik szerint az integrin-pozitiv szdvetekben (pl.
daganatokban ¢és aktivan neovaskularizal6do teriileteken) magasabb felhalmozodas figyelheto
meg, mig fizioldgias koriilmények kdzott, vagy alacsony angiogenikus aktivitds esetén a tracer-
retencid0 minimalis. Ez jol illeszkedik ahhoz a tapasztalatunkhoz, hogy az I/R utani
szemszovetekben, a vizsgalt napokon (1., 3., 7., 10. nap), nem volt megfigyelhetd szignifikans
mértékii [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]. felvétel. Ugyanakkor Pallet és munkatarsai (105)
egyértelmili angiogenikus valaszt irtak le vesében, kiilondsen a VEGF €és mas pro-angiogén
tényezOk expresszidja révén, mar az I/R-t kovetd korai fazisban. Ezt 6k humén biopszias
mintakon igazoltdk, ahol az endothelialis proliferacid, valamint a mikrovaszkularis halozat
yjraépiilése mar roviddel a reperfuzid utan megindult. Hasonl6an, Kobayashi és kollégai (106)
infarktusos szivizommodellben fluoreszcens immunjeldléssel €s funkcionalis képalkotassal
kovették az angiogenezist: a VEGF expresszio €és a kapillaris stirliség fokozddasa mar a 3.
naptol megfigyelhetd volt, és a 7-14. nap kozott tetdzott. A fenti adatokkal vald részleges
eltérés egyik lehetséges oka, hogy a retina és az intraokularis szovetek angiogenikus valasza
konzervativabb lehet mas szervekhez képest, részben a szoros vér-retina gat, valamint az
immunologiai és sejtvédelmi mechanizmusok miatt. Tovabba, az altalunk alkalmazott modell
(akut, 90 perces iszkémia, majd reperfizio) kevésbé sulyos, mint a sziv vagy vese esetében
vizsgalt teljes artérias elzarédds vagy infarctus modell, ami szintén hozzajarulhat az

alacsonyabb integrin expresszidhoz. Elképzelhetd tovabba, hogy a retinélis vagy chorioideélis
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angiogenikus valasz mas molekulak (pl. CD13, VEGFR2) kozvetitésével zajlik, és az aVB3
integrin expresszioja csak késébbi idédpontban aktivalodik, igy az altalunk vizsgalt 1-10 napos

ablak nem feltétleniil fedi le a valasz cstucspontjat.

Az APN/CDI13 expressziojanak Western blot analizise az okularis szovetben nagyobb
mennyiségli APN/CD13 fehérjét mutatott ki a ligdlt, mint a nem lekotdtt szemekben, ami
korrelaciot mutat a SUVmean értékekkel (28. A. és B. ébra). Nem volt megfigyelhetd
kiilonbség az APN/CD13 expressziojaban az iszkémias és a kontroll csoport nem ligalt szemei
kozott (non-I/R). A specificitas igazolasa végett Western blot vizsgalatot végeztiink az aV[33
integrin receptor expresszid jelenlétének meghatdrozasdra. Minden kisérleti csoportban
egyforman alacsony fehérjekoncentraciot mértiink, ami szignifikansan alacsonyabb volt a
pozitiv kontrollként alkalmazott veseminta mennyiségi értékéhez képest (28. D., E. és F. abra).
Eredményeink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)],
molekula negativ kontrollként alkalmazhato, mivel a PET felvételeken akkumulacié nem volt
megfigyelhetd, tovabba a Western blot analizis nem mutatott ki aVB3 integrin receptor
expressziot, amely a [**Ga]Ga-NODAGA-[c(RGD)]. radiofarmakon célpontja. A szdvettani
mintdk értékelése megerdsitette a lekotott szem iszkémia-reperfiizid okozta sériilését az
iszkémias csoportban (iszkémias csoport, bal bulbus-I/R) (28. C. 4bra). A kapott eredményeket
tamasztja ala az a tény, hogy hasonlo6 szovettani eredményeket irtak le a szakirodalomban, ahol
iszkémia-reperfiizid utdn a retina vastagsaga és a sejtek siirlisége a recehartya kiilonb6zd
rétegeiben mar 60 perces ligalas utdn is szignifikansan csokkent (107). Altaldnossagban
megallapithatd, hogy az angiogén folyamatok in vivo képalkotassal torténd azonositasa €s
tanulmanyozasa nagy jelent0séggel bir a retina vaszkuldris betegségeinek, igy példaul a
diabéteszes retinopatianak a korai diagnosztikajaban és a terapias valasz objektiv értékelésében
(108). Vizsgalatunk eredményei arra a kdvetkeztetésre vezettek, hogy a [**Ga]Ga-mal jeldlt
NGR-motivumot magéaba foglald [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) radiotrészer az iszkémia-
reperfuzio altal kivaltott APN/CDI13 expresszidjanak mennyiségi és idObeli valtozasainak
kimutataséra alkalmas agens lehet az iszkémia/reperfuzi6 altal kivaltott diabéteszes retinopatia
patkanymodellben. Ezek az adatok megalapozhatjak egy olyan, célzott molekularis képalkotési
modszer kifejlesztését, amely képes korai stadiumban azonositani a retina mikrokeringésének
zavarait és az ezzel parhuzamosan aktivaloddo patomechanizmusokat. A megnovekedett
SUVmean értékek jelenléte a sériilt retindban nemcsak az APN/CD13 lokalis expresszidjanak
feltérképezését teszi lehetdvé, hanem a jovében diagnosztikai biomarkerként is szolgalhat a

betegség progressziojanak vagy a terapias beavatkozasok hatékonysaganak monitorozésara.
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Hosszabb tdvon ez a megkozelités hozzdjarulhat olyan személyre szabott kezelési stratégiak
kidolgozéasdhoz, amelyek az APN/CD13 utvonal célzdsdn alapulnak, kiilondsen olyan
paciensek esetében, akiknél az angiogén aktivitas kulcsszerepet jatszik a retina szerkezetének

¢s funkciojanak karosodaséaban.

A kutatdmunka masodik szakaszdban akut alsd végtagi iszkémia allatmodellen végeztiink
vizsgalatokat. Az iszkémias csoport bal hatsé végtagjainak (bal hatso végtag -I/R) [**Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) PET felvételeit hasonlitottuk 6ssze ugyanezen csoport jobb hatso labaival (jobb
hatso végtag -non-I/R) €s a kontroll csoport egészséges hatso testrészeivel (bal hats6 végtag -
non-I/R, jobb hatso6 végtag -non-1/R), hogy feltarjuk az iszkémiaval dsszefiiggd valtozasokat az
APN/CD13 receptor mintazatiaban. A hatso végtagok [*3Ga]Ga-NOTA-c(NGR) radiofarmakon
felvételei (29. A., B. dbra és 31. A. dbra) és a bomlas-korrigalt PET képek vizualis értékelése
soran nyert adatok az iszkémids csoport hatso testrészeinek (bal hitsé végtag -I/R) [*®*Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) radiofarmakon akkumuléacioja esetén az iszkémia-reperfuzié indukciojat
kovetden az els6 naptdl a hetedik napig fokozatos ndvekedés mutatkozott, majd a tizedik napon
¢les csokkenés volt megfigyelhetd. Ezzel szemben, alacsony radioaktivitds érték volt
kimutathat6 az iszkémiés csoport nem I/R hatso végtagjadban (jobb hatso végtag -non-I/R) és a
kontroll csoport mindkét hatso testrészében (bal hats6 végtag - non-I/R, jobb hatso végtag -non-
I/R) (29. &bra és 31. abra). A vizualis analizis soran tappasztaltakkal 6sszhangban az I/R hatso
végtagok SUVmean értékeinek folyamatos emelkedése volt mérhetd az iszkémids csoportban
az elsé naptol a hetedik napig. Mivel az irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy a cellularis
hipoxidhoz/anoxiahoz val6 alkalmazkodast a hipoxia indukalt faktorok szabalyozzak, beleértve
a Hipoxia indukalt faktor-la-t (HIF-la), amely kivaltja a kiilonb6zd pro-angiogén gének
transzkripcigjat és a kapcsolodo fehérjék expressziojat (109, 110), feltételezhetd, hogy a
radiofarmakon koncentracid emelkedése a pro-angiogén faktorok, példaul az APN/CD13,
iszkémia altal kivaltott emelkedésének a kovetkezménye. Az I/R-indukalt hats6 végtagokban
megfigyelt progressziv [**Ga]Ga-NOTA-cNGR felhalmozodas az elsd, harmadik, 6todik és
hetedik napon, majd az ezt kovetd, tizedik napi visszaesés szoros Osszefiiggést mutat az
irodalomban ismertetett angiogén valasz iddébeli lefutdsaval, kiilonosen az APN/CDI13
expresszio mintdzatat tekintve. Kobayashi és munkatarsai (106) iszkémids szivmodellben irtak
le, hogy az angiogenezisre jellemzd markerek, koztik a VEGF, 1-5 napos iddablakban
maximalisan expresszalodnak az infarktus zonaban, majd a késébbiekben jelentds csokkenést
mutattak. A mogottes bioldgiai mechanizmusokra vonatkozoan Krock et al. (109) és Michiels

(110) kiemelik, hogy a hipoxia-indukalt sejtvalasz sordn a HIF-la aktivadlja szadmos pro-
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angiogén gén transzkripcidjat, beleértve azokat is, amelyek az extracellularis matrix
atalakitasaért és 0j erek képzodéséért felelnek. Michiels (110) kiilon kiemeli, hogy hipoxias
kornyezetben az olyan protedzok, mint az APN/CDI13, kulcsszerepet jatszanak a szoveti

regeneracio szabalyozasaban €s az angiogenezis fenntartasaban.

Vizsgéalatunkban az I/R hats6 végtagokban mért SUVmean értékek szignifikdns emelkedést
mutattak a 7. napig, majd a 10. napra jelentds visszaesést, ami in vivo is visszatiikrozi az
APN/CD13 expresszi6 idébeli lefutasat. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy a [**Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) radiofarmakon megbizhat6 képalkotd eszkoz lehet az APN/CD13-medialt
angiogén aktivitds nyomon kovetésére akut iszkémia-reperfiizios modellekben, és potencialisan
hozzajarulhat terapias célpontok és iddablakok azonositasadhoz is.Willmann és munkatarsai
egyik tanulméanyukban [**Cu]Cu-jelzett vaszkularis endotél ndvekedési faktor-121 ([**Cu]Cu-
VEGF-121) segitségével hatso végtagi iszkémia-reperfizids modellben az angiogenikus
folyamatok leképezése végett a beavatkozas utani els6 héten (a 8. napon, majd a csokkenés
utdn) a kapott eredményeinkhez viszonyitva még fokozottabb perfiizios helyreallast
tapasztaltak (111). Hasonl6 eredményekrdl szdmoltak be Kobayashi és munkatarsai egy
korabbi tanulmanyukban, ahol C57BL/6J egerek szivinfarktus (MI) modelljét alkalmazva a

szivizom egyes régidiban 24 oraval az infarktus kivaltasa utan (106).

A vizsgalatsorozat 6tddik, hetedik és tizedik napjan szignifikdnsan emelkedett [**Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) radiofarmakon dusulds volt regisztralhatd az iszkémias csoport I/R hatso
végtagjaiban (bal hatso végtag -I/R), Osszehasonlitva ugyanezen csoport fizioldgidsan
perfundalt hatso testrészeivel (jobb hats6 végtag -non-I/R) (p < 0,05) (29. C., D. ébra). A
[¥Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET felvételi értékek maximumai a hetedik napon keriiltek
rogzitésre, ami egybe esik Almutairi és munkatarsai altal kozolt eredményekkel, akik egy
["*Br]|Br-jelzett RDG-alapu dendritikus nanomolekulat vizsgaltak, a vegyiilet az
angiogenezisben ismert avp3 specificitasat véve alapul (112). Hasonlé médon, a [**Ga]Ga -mal
jeldlt ciklikus RGD-peptid [c(RGDyK)] és az NC100692-t tartalmazé [**™Tc]Tc-jelzett RGD
szekvenciat magaban foglald vegyiilet ([*’™Tc]Tc-NC100692) is jelentds felhalmozodast
mutatott az iszkémias egérben, hét nappal a femoralis artéria okkluzio kivaltasa utan (113, 114).
A kutatas soran megvizsgaltuk a SUVmax értékek alakuldsat, azonban nem volt szamottevo
kiilonbség a kisérleti csoportok tekintetében. Mindazonaltal az I/R kivaltasat kovetd elsd és
harmadik napokon a SUVmean analizis esetén sem volt kimutathat6 szignifikans kiilonbség az

iszkémids csoport I/R és non-I/R hatso végtagjainak értékeiben. Ezenkiviil az 6todik és a
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hetedik napi vizsgalati idopontokban az I/R hatsé testrészek (bal hats6 végtag -1/R) koriilbeliil
kétszer-hdromszor magasabb [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felvételt mutattak, mint az iszkémias
csoport fiziolégidsan perfundalt (jobb hatsé végtag -non-I/R) extermitasai (29. C. ébra).
Tovéabba az I/R hats6 végtagok SUVmean értékei megkozelitdleg kétszeres-haromszoros
mértékiinek adodtak a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ezen trendeket figyelembe véve,
kutatocsoportunk hasonldé megfigyelésekrdl szamolt be a Projekt 1: Proliferativ diabéteszes
retinopatia kisérletsorozatban. Ezenkiviill nem taldltunk figyelemre méltd kiilonbséget az
iszkémids csoport nem I/R hatso végtagjai (jobb hatsé végtag -non-I/R) és a kontroll csoport
hatso labai (bal hats6 végtag - non-I/R, jobb hatsé végtag -non-I/R) kozott (p < 0,05).
Osszességében a vizsgalt allatok iszkémids hatsd végtagjaiban regisztralt megndvekedett
[%¥Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felhalmozddas ravilagit az APN/CD13 dénté szerepére a PAD-hoz
kapcsolodo iszkémia-reperfiizid altal kivaltott neoangiogenikus folyamatokban. Az APN/CD13
expresszios mintdzatanak [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET longitudinalis vizsgilata iszkémia-
reperfizid sordn tovabb bdvitheti ismereteinket a PAD patoldgiajardl, nemcsak 0j terapias
célpontok felfedezéséhez jarulhat hozza, hanem Ilehetdséget adhat ezek terdpias

hatékonysaganak értékelésére a human klinikai vizsgalatokat megelézden.

Mivel a ['"8F]FDG PET képalkotas hatékonysagat sziv- és agyi iszkémia modellekben korabbi
preklinikai  vizsgalatokban mar sikeresen  bizonyitottdk  (115-117), igy jelen
kisérletsorozatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy akut als6 végtagi iszkémia
patkanymodellben ezen radiojeldlt gliikkoz analdg alkalmas-e az I/R-rel 6sszefiiggd dinamikus

valtozasok tanulméanyozasara.

A bomlaskorrigalt transzaxialis ['*F]JFDG PET-képek (30. A.—D. 4bra és 31. B. 4bra) és a
kvantitativ SUV értékek analizise megerdsitette a ['*F]FDG felhalmozodasanak folyamatos
novekedését (30. abra) az iszkémias csoport I/R hatso végtagjaiban (bal hatso végtag -1/R) az
elsé vizsgalati naptél a hetedik napig amelyet a tizedik napon csokkenés kovetett
Altalanossagban megallapithaté, hogy ez a felvételi tendencia 6sszhangban volt a [**Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) PET vizsgélatok esetében feltartakkal. Ezen tilmenden az I/R hatso testrészek
['8F]FDG felvétele a harmadik napon, az 6tddik napon és a hetedik napon jelentdsen magasabb
volt az iszkémias csoport nem I/R hatso végtagjaihoz (jobb hats6 végtag -non-1/R) és a kontroll
csoport értékeihez viszonyitva, tovabba az I/R hatso testrészek koriilbeliil kett6-haromszor
magasabb radioaktivitas értéket mutattak, mint ugyanezen csoport non-I/R hatsé labai (30.
abra). Az eddigi szakirodalmi eredményeket figyelembe véve megallapithato, hogy az I/R hatso

végtagokban tapasztalt fokoz6dd metabolikus aktivitas az iszkémidval Osszefliggd szoveti
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hipoperfuziora adott fiziologias inflammatorikus valaszreakcid lehet. Az iszkémidval
Osszefiiggd gyulladasos mechanizmus részeként egyre tobb makrofag gytilik 6ssze az iszkémia
altal érintett szovetben (118, 119), amelyek magas gliikozigényiik miatt felelosek lehetnek a
megndvekedett anyagceseréért és az ebbdl kovetkezé magas [ F]FDG felhalmozodasért (120).
A fentebb felsorolt szakirodalmi eredmények figyelembevételével az I/R-indukalt hatso
végtagokban tapasztalt, [*F]FDG-vel detektalt fokoz6d6 metabolikus aktivitads hatterében
valdszintisithetéen az iszkémiat kdvetd hipoperfuzid altal kivaltott fiziologids gyulladasos
valasz all. Arras és munkatarsai (118) mar egy korai munkajukban kimutattak, hogy az also
végtagi iszkémiat kovetden megnovekedett monocita- és makrofag-akkumulacié figyelhetd
meg a karosodott szovetekben, amely szorosan Osszefiigg az angiogenezissel és kollateralis
érnovekedéssel. Ezt egésziti ki Krishnasamy és munkatirsainak (119) eredménye, akik
ramutattak, hogy az érkéarosodds kornyezetében jelen 1évé endothelium szabalyozza a
makrofagok érési folyamatat, igy befolydsolva az arteriogenezis hatékonysagat. Mindazonaltal,
az tourniquet altal kivaltott mechanikai elzarodasbol kdvetkezd beavatkozas utani gyulladas
megndvekedett nem specifikus ['*F]JFDG-felvételhez vezethet, amelyet figyelembe kell venni

a ['8F]FDG eloszlasanak atfogo értékelése soran.

Sem az iszkémia indukcidjat kdvetd elsd, sem a tizedik napon nem tapasztaltunk szignifikans
eltéréseket (p < 0,05) az I/R és a non-I/R hatsé végtagok metabolikus aktivitdsa kozott az
iszkémids csoportban, a SUVmean analizis soran. Hasonloképpen, az I/R hatséd testrészek
["®F]FDG felvétele sem kiilonbozott a kontroll csoport non-I/R hatso labainak radioaktivitas

értékétdl a beavatkozas utdni elso €s tizedik napokon (p < 0,05)(30. C.,D. ébra).

A [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) PET vizsgalathoz hasonléan, sem az iszkémids csoport non-I/R
hats6 végtagjai, sem a kontroll csoport non-I/R hétsé testrészei nem mutattak jelentds
anyagcsere aktivitast, tovabba metabolikus profiljuk nem mutatott eltérést egymashoz képest
(p < 0,05), ami szintén Osszhangban volt az [**Ga]Ga-NOTA-cNGR felvételre vonatkozé

eredményekkel.

Figyelembe véve a vizsgalat soran feltart Osszefiiggéseket, a ['SFJFDG PET képalkotas
kiegészitd informaciot nyujthat az iszkémiaval 6sszefliggd molekularis valtozasokrol, ezért
hatékony komplementere lehet az [®Ga]Ga-NOTA-cNGR PET-nek a PAD patogenikus
folyamatainak molekularis képalkotasaban. A nem specifikus nyomjelz6 felhalmozodasabol
szarmazo ['F]JFDG PET korlatjainak lekiizdése azonban a jovébeni munka részét kell hogy

képezze.

99



Western blot segitségével APN/CD13 fehérjeanalizist végeztiink mindkét allatcsoportban, hogy
megvizsgaljuk az esetleges Osszefiiggést a [**Ga]Ga-NOTA-cNGR PET in vivo felvételi
trendjével (32. 4abra). A kapott [®Ga]Ga-NOTA-cNGR PET adatoknak megfeleléen,
szignifikdnsan nagyobb mennyiségli (p < 0,05) APN/CDI13 fehérje volt kimutathatdo az
iszkémids csoport I/R hats6 végtagjaiban (bal hatso végtag -I/R), mint ugyanezen csoport vagy
a kontroll csoport non-I/R hatsé testrészeiben az 6todik, hetedik és tizedik vizsgalati napokon.
Ahogy a [*®Ga]Ga-NOTA-cNGR PET felvételi adatok alapjan vérhato volt, az iszkémias
csoport (non-I/R) és a kontroll csoport (non-I/R) nem iszkémids hats6 végtagjainak fehérje
expresszidja kdzott nem volt jelentds kiilonbség. Osszességében elmondhatd, hogy a Western
blot vizsgalati eredmények hasonl6 tendenciat mutattak a proliferativ diabéteszes retinopatia
kisérletsorozatban kapott eredményekkel. A fehérje expresszid tizedik napon megfigyelt
csokkenése, az elsO naprdl a hetedik napra torténd kezdeti novekedését kdvetden, kiilonbozo
tényezOkbdl fakadhat, amelyek az iszkémids sériilést kovetd neoangiogenezis €s szovetjavitas
dinamikus természetében rejlenek. Az egyik elfogadhatdé magyardzat a tipikusan
szovetsériiléssel €s iszkémiaval Osszefiiggd akut gyulladasos véalasz megsziinésére vonatkozik.
Amint a kezdeti sériilés enyhiil, a pro-inflammatorikus medidtorok expresszidja csokkenhet,
ami a gyulladasos sejtek, nevezetesen az APN/CD13-at expresszalé makrofagok toborzasanak
¢s aktivalasanak csokkenéséhez vezethet (121). Bar a radiotrészer felvétel nem kiillonbozott
szignifikdnsan a vizsgalati csoportok tekintetében az elsd €és a harmadik napon, szignifikdns
kiilonbség (p < 0,05) volt megfigyelhetd az APN/CD13 fehérje expresszidjanak tekintetében
ugyanazokon a kisérleti napokon. Feltételezziik, hogy bar az iszkémia altal kivaltott valtozasok
bar molekularis szinten megnyilvanultak, mégis az iszkémids €s a kontroll csoport receptor
expressziojanak mértéke kozotti kiilonbség még nem volt olyan markans, hogy a radiofarmakon

felvételi értékekben jelentds eltérést okozzon.

Az iszkémias csoport I/R hatsod végtagjaibol (bal hatsd végtag -I/R) vett izomszdvet mintait
immunhisztokémia segitségével vizsgaltuk az APN/CD13 expresszio iszkémidval osszefliggd
iddbeli valtozasainak molekularis szinten torténd kovetése érdekében. Az iszkémids és a
fiziologiasan perfundalt vazizomszdvetek receptoridlis mintazatdnak Osszehasonlitdsdhoz az
1szkémids csoport non-I/R hatsé végtagjaibol €s a kontroll csoportbol vett hasonlé mintékat is
elemzésnek vetettiik ald. Ahogy a 33. abran is lathato, az iszkémids izomszovet mintak (I/R)
APN/CD13 expresszidjaban (barna festddés) az elsé naptol (33. A. ébra) a hetedik napig (33.
E. dbra) folyamatos ndvekedés volt regisztralhatd, amit a beavatkozast kdvetd tizedik napon

enyhe csokkenés kovetett. Ezen eredmények dinamikéja hasonlosiagot mutat a [*®*Ga]Ga-
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NOTA-c(NGR) PET, valamint a Western blot analizis adataival az azonos vizsgalati
iddpontokban. Ezzel szemben alig volt talalhat6 APN/CD13 pozitivitas az iszkémids csoport
(non-I/R; 33. F. &bra) és a kontroll csoport (non-I/R) (33. G. ébra) fiziologidsan perfundalt
izomszdveteinek metszetein, ami szintén korrelalt az [*®Ga]Ga-NOTA-c¢(NGR) PET
eredményekkel. Az APN/CD13 expresszio longitudinalis vizsgalati tendencidja alapjan tgy

tlinik, hogy az angiogén felépiilés az iszkémia kezdetét kdvetd elsd napokban a legkifejezettebb.

Az elvégzett kisérletek alapjan megallapithatd, hogy a PET képalkotas jelentds tudomanyos
potenciallal rendelkezik az iszkémiés korallapotok kutatasaban az angiogenezissel 0sszefiiggd
APN/CDI13 expresszid valtozasainak nyomon kovetése terén. A kutatomunkank soran nyert
eredmények értékes 0j informacidval szolgédlhatnak a periférids artérids betegség (PAD)
patofizioldgiajanak molekularis szintli megértéséhez. A [*3Ga]Ga-NOTA-c(NGR) molekula
alkalmas eszkoz lehet az iszkémia-reperfiizio altal kozvetitett APN/CD13 kifejez6dés iddbeli
dinamikajanak feltérképezésére, mig a preklinikai modelleken végzett PET vizsgélatok
lehetdséget biztosithatnak az angiogenezis értékelésére. Ez kulcsfontossagi az iszkémids
szovetek korélettani folyamatainak megértésében. Tovabba az iszkémia/reperfuzid Aaltal
indukalt diabéteszes retinopatia patkdnymodell hatékony preklinikai rendszert kinal az
iszkémias karosodasok molekularis valtozasainak nyomon kovetesére. Az APN/CDI13
expresszio vizsgalata kiilonos jelentdséggel birhat a diabéteszhez tarsuldé mikrovaszkuléris
eltérések jobb megértésében. A képalkoto eljarasok és az ehhez kapcsolodd radiofarmakonok
fejlesztése jelentdsen hozzajarulhat az iszkémia-reperfuzio altal kivaltott szoveti karosodasok

célzott terapias beavatkozasainak optimalizalasahoz.
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8. Osszefoglalas

Az iszkémia-reperfuzios események fontos szerepet jatszanak az angiogenikus folyamatok
inicializalasaban a kiilonb6z6 kardiovaszkularis betegségekben, mint példaul a proliferativ
diabéteszes retinopatia vagy az akut alsé végtagi iszkémia. Ezen rendellenességek kutatasaban
a ragcsalokon végzett pozitron emisszids tomografia kiilonds jelentdséggel bir az élettani és a
patofiziologiai folyamatok in vivo tanulmdnyozdsa terén. A képalkotd eljaras
megvalosithatatlan radiojelzett molekulak nélkiil. Kiemelt jelentdséglick a **Ga-mal jelolt
peptid szarmazékok, amelyek célzottan kdtddnek az angiogenezisben részt vevo receptorokhoz.
Vizsgalatsorozatunk elsé szakaszaban a proliferativ diabéteszes retinopatia patofizioldgiai
folyamatait vizsgéltuk patkdny allatmodellen, ahol az iszkémia-reperfuzid altal indukalt
angiogenikus folyamatok és az APN/CD13 molekula expresszioja kozotti dsszefliggések
feltarasara tettliink kisérletet. A kutatomunka soran Osszefliggést mutattunk ki az iszkémia-
reperflizio  altal inicializalt angiogenikus folyamatokban részt vevé APN/CDI13
kifejez6désének mértéke és a [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) felhalmozddasdnak SUVmean értékei
kozott PET képalkotas segitségével. Ezen feliil sikeres longitudinalis vizsgalatot folytattunk le
az 1., 3., 7. és 10. napokon az iszkémia utan, ahol megvizsgaltuk a radiojel6lt molekula
felhalmozodéasanak iddbeli valtozasait. A kapott eredményeket a Western blott és hisztoldgiai
vizsgalatok egyarant alatdmasztottak.

A masodik vizsgalatsorozatunkban az akut als6 végtagi iszkémia patofiziologiai folyamatait
vizsgaltuk. Osszefiiggést mutattunk ki PET képalkotas segitségével az iszkémia-reperfizié altal
indukalt angiogenikus folyamatokban részt vevd APN/CD13 receptor expresszidjanak mértéke
és a [*Ga]Ga-NOTA-c(NGR), valamint a glilkéz metabolizmus véltozasa és a ['*F]FDG,
felhalmozodasaihoz kotheté SUVmean értékek kozott. Tovabba longitudinélis vizsgalatot
végeztiink az 1., 3., 5., 7. és 10. napokon az iszkémiat kovetden, ahol elemeztiik a radiojelolt
molekuldk felhalmozddasanak mennyiségi valtozdsait az id6 fliggvényében. Ezen
megfigyeléseket a Western blot és az immunhisztokémiai analizis eredményei is
alatamasztottak.

Az elvégzett tudomanyos munka alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a [**Ga]Ga-
NOTA-c(NGR) alkalmas radiotrészer az iszkémia-reperfuzi6é altal kivaltott APN/CDI13
expressziojanak mennyiségi és idObeli valtozasainak kimutatdsara a proliferativ diabéteszes
retinopatia és az akut alsé végtagi iszkémia allatmodellekben. Tovabba diagnosztikai
biomarkerként is szolgéalhat a betegségek progresszidjanak vagy a terapias beavatkozasok

hatékonysaganak monitorozasara.
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9. Summary

Ischemia-reperfusion events play an important role in the initiation of angiogenic processes in
various cardiovascular diseases, such as proliferative diabetic retinopathy or acute lower limb
ischemia. Investigating these disorders with positron emission tomography imaging in rodent
models is highly significant. It enables the study in vivo of physiological and
pathophysiological processes. The imaging procedure is impossible without radiolabeled
molecules. Particularly important are *®Ga-labeled peptide derivatives, which are specifically

bound to receptors involved in angiogenesis.

In the first stage of our study, the pathophysiological processes of proliferative diabetic
retinopathy were investigated in a rat model with a specific focus on the relationships between
ischemia-reperfusion induced angiogenic processes and the expression of the APN/CDI13
molecule. A correlation was identified between the expression of APN/CD13, which is involved
in the angiogenic processes initiated by ischemia-reperfusion, and the SUVmean values of
[®®Ga]Ga-NOTA-c(NGR) accumulation using PET imaging. In addition, a longitudinal study
was successfully conducted on days 1, 3, 7 and 10 post-ischemia to assess the temporal changes
in the accumulation of the radiolabeled molecule. The obtained results were supported by both

Western blot and histological analyses.

In our second study, the pathophysiological processes of acute lower limb ischemia were
studied. A correlation was identified between the expression of the APN/CD13 receptor, which
is involved in ischemia-reperfusion-induced angiogenic processes and SUVmean values
associated with [*®Ga]Ga-NOTA-c(NGR), as well as changes in glucose metabolism and
['®F]FDG accumulation using PET imaging. Furthermore, a longitudinal study was successfully
performed on days 1, 3, 5, 7 and 10 post-ischemia, to quantify the changes in the accumulation
of radiolabeled molecules as a function of time. These observations were also supported by the

results of Western blot and immunohistochemical analyses.

Based on the findings of the scientific work performed, [**Ga]Ga-NOTA-c(NGR) is a suitable
radiotracer for detecting quantitative and temporal changes in APN/CD13 expression induced
by ischemia-reperfusion in rat models of proliferative diabetic retinopathy and acute lower limb
ischemia. Furthermore, it can serve as a diagnostic biomarker to monitor disease progression

or the effectiveness of therapeutic interventions.
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