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Roviditések jegyzéke

APN/CD13: aminopeptidaz N

avps: integrin receptor

B16F10: egér eredetii melanotikus melanoma sejtvonal

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium sejttenyészto folyadék
DOTA: 1,4,7,10-Tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraecetsav

FBS: foetalis szarvasmarha szérum

He/De: kémiailag indukalt patkany eredetii maj carcinoma sejtvonal

HIF: hypoxia indukalta faktor

HT1080: human eredetii fibrosarcoma sejtvonal

IHC: immunhisztokémia

IMDM: Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium sejttenyészt6 folyadék
LogP: megoszlasi hanyados

MBQq: MegaBecquerel

Ne/De: kémiailag indukalt patkany eredetli mesoblastos nephroma sejtvonal
NGR: aszparagin-glicin-arginin aminosavakat tartalmazo peptidszekvencia
NODAGA: 1,4,7-triazaciklonan, 1 -glutarsav-4,7-ecetsav

NOTA: 1,4,7-triazaciklonan-N, N’, N” - triecetsav

PBS: foszfat pufferolt sdoldat

PET: pozitron emisszios tomografia

PET/MRI: hibrid képalkotas PET és MRI modalitasokkal

RGD: arginin-glicin-aszparaginsav aminosavakat tartalmazo peptidszekvencia
SD: standard deviacio

T/M: tumor/ izom arany

VOI: vizsgalat targyat képezo térfogat (volume of interest)

BEDG: ¥F-fluoro-2-deoxy-D-gliikéz



1. Bevezetés

Az THME (Institute for Health Metrics and Evaluation) kimutatasa szerint 2019-ben
tobb, mint 18 milli6 ember halalat okozta Kardiovascularis megbetegedés, mig ez a szam
daganatos betegségek esetén meghaladta a 10 milliot. Ezt a tényt tamasztja alaa WHO (World
Health Organization) 2019-es felmérése is, mely szerint az ischaemias szivbetegség és a
stroke vilagszerte az els6 és masodik helyen all a 10 leggyakoribb halalokokat felsorokoztatd
listan, mely toretlen az elmult 19 év tavlataban. A WHO becslése szerint 2019-ben
Magyarorszagon 31700 beteg halalat okozta valamilyen rosszindulati sejtburjanzas
(neoplazia), melyet meghalad az ischaemias szivbetegségben elhunytak (36800) szama. A
teljes kardiovascularis rendszert érint6 elhalalozasok szama 62100 volt, ami megkdzelitéleg
kétszerese a daganatokban elhunytak szdmanak. Az el6zdekben emlitett vezetd haldlokok
kialakuldsdban jelentds szerepet jatszik a helytelen életmdd, ugymint a mozgasszegény
¢letmod, az elhizas, a dohanyzas, az alkoholizmus, a helytelen taplalkozas és a stressz. Nem
elhanyagolhatd a prevenci6 kérdése, amellyel a kardiovascularis ¢és daganatos
megbetegedések késleltethetok vagy elkeriilhetok. Megfeleld, rendszeres testmozgéssal, a
karos szenvedélyek elhagyasaval és egészséges, kiegyensulyozott taplalkozéassal sokat
tehetiink az egészséglink megdrzésében. Kiemelend6 a szlir6vizsgalatok fontossaga is, hiszen
ezek segitségével akar korai szakaszban is felismerhetdek a koros elvaltozasok, igy javitva a
beteg talélési esélyeit és hozzajarulva a teljes gyogyulashoz. Magyarorszagon jelenleg minden
45 és 65 év kozotti n6 2 évente beutalot kap emldsziirésre, mely tapintdsos vizsgalatbol és az
emlé Osszetételétél fliggden mammografias (rontgen berendezés) vagy ultrahangos
vizsgalatbol all. Az évi egyszeri méhnyakrakszlrésen vald részvétellel is sikeresen
kisztirhetéek a rdkmegel6z6 allapotok. Az ovarium carcinomaéra nincs kifejezett sziirés,
azonban az éves négyogyaszati vizsgalat soran hiivelyi ultrahanggal fény deriilhet az esetleges
elvaltozasokra a petefészekben. A tiiddsziirés soran rontgenkésziilék segitségével vilagitjak at
a paciens mellkasat, melynek elsédleges célja a tiid6-tuberkulozis diagnosztizalasa, de nem
ritka a kezdeti vagy eldrehaladott tiidddaganatok diagnoézisa sem. A férfiak korében gyakori
prosztata daganatok elsddleges sziirési modszerének a manualis vizsgalat mindsiil, am kétes
esetekben itt is szoba jon az ultrahangos képalkotd technika hasznalata. A bdrdaganatok,
vastagb¢l daganatok ¢és szdjiiregi daganatok sziirésében nem a képalkotd eljarasok az
els6dleges szlirési modszerek, azonban malignus elvaltozds gyanlja esetén a diagnozis
felallitasaban fontos szerepe van a képalkotasnak. Jol lathatd, hogy a hagyomanyos klinikai
vizsgéalatok mellett a képalkotasnak milyen hatalmas és fontos szerep jut egy betegség
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kiszirésében, diagnozisaban. A betegellatasban alkalmazott képalkotd berendezéseket két
csoportba oszthatjuk. Egy résziikk anatomiai, mas résziik funkcionalis, milkodésbeli
informacioval szolgal. A hagyomanyos rontgen vizsgalatok, ultrahang, CT és MR vizsgalatok
elsésorban anatémiai informaciot nytjtanak, mig a nuklearis medicindban alkalmazott
SPECT ¢és PET képalkotasok miikddésbeli informaciot adnak. A hibrid képalkotéssal
(SPECT/CT vagy PET/CT) a betegrol egy idoben kapunk anatémiai és miikodésbeli
informaciot. Az ultrahang és MR képalkotds nem ionizald képalkotdsok kozé sorolhatoak,
hiszen semmilyen karos, sugarzé anyaggal nem keriil kapcsolatba a beteg ezen vizsgalatok
soran. A CT, SPECT ¢és PET vizsgalatok ezzel szemben ionizald képalkotd eljarasnak
mindsiilnek. CT vizsgalat soran a beteget kiviilrdl éri a rontgensugarzas, mig SPECT vagy
PET vizsgalatok esetében a betegbe intravéndsan injektalt radioaktiv (sugarzo) tracer
megoszlasat detektaljuk. Attol fiiggden, hogy milyen fizikai vagy kémiai alapokon nyugszik
a képalkotas, alkalmazasi teriileteik és limitalo tényezdik eltérnek egymastol. Az ultrahang
egy olcso ¢€s széles korben elérhetd képalkotd eljaras, azonban erdsen vizsgalofiiggd a latott
képek értelmezése, igy inkdbb kiegészitd modalitasként tartjdk szdmon a tumorok
diagnosztikdjaban, kovetésében. Kiemelendd a szerepe ugyanakkor az ultrahang vezérelt
biopszidk (példaul pajzsmirigy vagy emld) sordn, mely segiti a daganatos betegségek
diagnozisat. A CT és MR vizsgalatokkal keresztmetszeti (axidlis, coronalis és sagittalis)
képeket kaphatunk. Nem csak daganatok diagnozisdnak feléllitasara, hanem példaul traumak,
fejlddési rendellenességek diagnosztikdjara is alkalmasak. A CT képalkotas soran els6sorban
jod tartalmu, mig MR képalkotaskor gadolinium tartalmt kontrasztanyaggal kiegészitett nativ
vizsgalatokkal még tobb informacid nyerhetd egy-egy korképrdl. A modern CT képalkotassal
viszonylag gyorsan, alacsony dozisterheléssel, milliméter alatti felbontasban lehet a test nagy
teriiletérdl informaciot nyerni. A magneses rezonancias képalkotds egy ionizalod sugéarzassal
nem jard modalitas, amely nagy térbeli felbontassal jellemezhetd. A CT-hez képest joval tobb
1d6t vesz igénybe (ezzel ndvelve a beteg esetleges mozgésat vizsgalat kozben), korlatozza a
képalkotast a testben eloéforduldé nem magnesezhetd fémes implantatumok (protézisek,
pacemakerek, szivbillentylik, aneurysma klipek) jelenléte. A nukledris medicina eszkdzei a
SPECT ¢és PET keresztmetszeti képalkotas. A SPECT képalkotas soran a betegbe intravénasan
bejutatott gamma fotont emittald izotoppal jelolt tracer eloszlasat, mig PET esetében pozitron
emittalo izotoppal jelolt tracer megoszlasat detektaljuk. Nyilvanvald, hogy a nuklearis
medicina modalitasai az ionizalo sugarzast alkalmazo képalkoté modalitasok kdzé sorolhatok,
igy alkalmazasuk (akarcsak a CT vagy rontgen képalkotas) bizonyos esetekben (pl. terhesség)

kontraindikalt. A PET képalkotas soran leggyakrabban alkalmazott izotopok a C (T12=20
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perc) és a 18F (T1/2=110 perc). Az elmult évtizedekben az orvosbioldgiai kutatasok fokuszaba
kertiltek maés, szintén pozitronemittald izotdopok alkalmazéasai, melyek idealisabb felezési
idovel vagy energiaval rendelkeznek, esetleg eldallitasuk nem igényel ciklotron jelenlétét. Az
BEDG a leggyakrabban alkalmazott PET radiofarmakon a tumorok diagnosztikajaban,
stddium meghatdrozasban, terapia hatékonysig kovetésében. Az ®FDG egy gliikoz analdg,
melyet a fokozott gliikoz-metabolizmussal rendelkezd sejtek felvesznek, foszforilalodik, majd
ott csapdaba esik és nem jut ki a sejtb6l. Fontos azonban megemliteni, hogy az *®FDG nem
tumorspecifikus, mivel a fokozott glilkkozanyagcserével és gliikozigénnyel rendelkezd
szervek, szovetek (gyulladdsos teriiletek, agy, sziv, izom), valamint a kivalasztasaban
résztvevé vesék FDG felvétele szintén magas. Tovabbd, ismertek olyan daganatok (jol
differencialt pajzsmirigy carcinomak és neuroendokrin tumorok), melyek nem halmozzak az
BEDG-t. Ezekbdl kifolydlag indokolttd valtak mas, tumorspecifikus célpontokat (pl.

Aminopeptidaz N/CD13) célz6 radiotracerek fejlesztése az orvosbiologiai kutatasokban.

Ennek megfeleléen célkitiizéseink:

- A hypoxia és angiogenezis kapcsolatanak in vivo PET és ex vivo vizsgalata subcutan
He/De tumorokon kiilonboz6 angiogenezis és hypoxia specifikus radiotracerek
felhasznalasaval.

- A radiokémiai munkacsoport altal eléallitott négy ¢(NGR) szarmazék in vivo PET és ex
vivo vizsgalata subcutan He/De és Ne/De tumoros allatokon.

- APN/CD13 specifikus ¢(NGR) szarmazék daganatellenes terapia hatékonysag kovetésére
valo alkalmassaganak vizsgélata subcutan HT1080 és B16F10 tumorokon.

- az alkalmazott tumorok APN/CDI3 pozitivitdsdnak igazoldsa western blot vagy

immunhisztokémiai modszerrel



2. Irodalmi attekintés

2.1 Erek felépitése

Az ¢l6 szervezetben a tapanyag és oxigén ellatas biztositasat, valamint az anyagcsere
végtermékek elszallitdsanak feladatat a testet beszovd érhalozat latja el. Az érrendszer
artériakbol, vénakbol, arteriolakbol, venulakbol, valamint kapillarisokbol épiil fel, melyek
eltéré morfologiaval jellemezhetdk, tikkrozve funkcidjukat. Az erek harom f6 rétegbdl épiilnek
fel, bels6 falukat (tunica intima) kapcsolomolekulak altal (pl. VE-Cadherin) egybekotott
endothél sejtek alkotjak, melyek a bazalmembranon rogziilnek. Az erek kozépsd rétegét
(tunica media) rugalmas rostok és simaizom épiti fel, kiils6 rétegét (adventitia) laza
kotészovetes elemek (pl. kollagénrostok, pericytak) adjak. Az artéridk nagy nyomasu
érszakaszok, melyek jol fejlett tunica médiaval jellemezheték. Ezzel szemben a vénak Kis
nyomasu érszakaszok, melyek az artériakhoz képest vékonyabb simaizomsejtréteggel, Kisebb
rugalmas rosttartalommal jellemezhet6ek, azonban joval fejlettebb adventitia réteggel birnak.
A kisebb atmérdjii erek (arteriolak, venuldk és kapillarisok) funkcidjuknak megfelelden eltérd

felépitéssel rendelkeznek.

2.2 Angiogenezis tipusai

A szervezetet korbefond cardiovascularis haldzat a korai embriogenezis szakaszaban
alakul ki vasculogenikus (de novo érképzddés) €és angiogenikus (meglévo €rbdl torténd uj ér
képzés) folyamatok kombinacidjaval (Viallard és mtsai., 2017). Az angiogenezis, azaz egy
mar meglévd érbdl torténd 1) ér képzddése, egy tobblépcsds folyamat, melynek
szabalyozasaban szamos pro- és anti- angiogenikus faktor vesz részt. Az angiogenezis egy
meghataroz6 bioldgiai folyamat, amely nem csak fiziol6gias, hanem malignus koriilmények
kozott is kiemelked6 fontossaggal bir. Olyan fiziologias folyamatban jatszik szerepet, mint a
sebgyogyulas, de elengedhetetlen a ndi reprodukcidos rendszer miikddése soran is.
Angiogenezis kovetkezik be az ovulacid, follikulus fejlodés, sargatest képzeés, progeszteron
felszabadulas, a menstruacios ciklus alatti endometrium- névekedés, -visszahuzodas és -
regeneracio, valamint a terhesség alatt is. Azonban a fizioldgias angiogenikus folyamatok
felborulédsa, zavara megannyi malignus folyamat, mint példaul tumorok, psoriasis, arthritis,
retinopatiak, elhizas, asthma vagy atherosclerosis kialakulasahoz vezet (Tahergorabi és

mtsai., 2012).



2.2.1 Bimbodzo érképzoédés (,,sprouting angiogenesis™)

A tumoros széveten belill a bimbodzd (,.sprouting angiogenesis™) érképzédés a
leggyakoribb forma (Viallard és mtsai., 2017). A legtobb tumor 1-2 mm-es mértet elérve
képtelen tovabb ndvekedni, a tilélés kulcsa az uj erek képzése révén a megfeleld vérellatas
biztositdsa. A hidnyos, gyenge oxigénnel vald ellatottsdg és a metabolikus termékek

felhalmozodasa hypoxiat és/vagy acidozist von maga utan (Viallard és mtsai., 2017).

1. 1épés: Novekedési faktorok (pl. VEGF, bFGF)
altali endothél sejt aktivacio

ﬁ/&»

bFGF

2. 1épés: Kapillaris fal degradacidja
extracellularis proteinazok attal
MMPs ——»

3. Iépés: Elagazodasi pont
formalodasa az érfalon

*\

5. 1épés: Az endothél sejtek Gjrarendezodése
altal ¢so formalasa

4. Iépés: Endothél sejtek migracioja
az extracellularis térbe

< . .
. .
. .
° .

6. Iépés: Az Gjonnan képzodott
csovek osszefonodasa

1. abra: Az angiogenezis folyamata (forrds:https://www.cellworks.co.uk/angiogenesis.php)
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A bimbodzo érképzddés elsd 1€pésében az endothél sejtek aktivacidja kovetkezik be,
melyet az endothél sejtek felszinén 1évo novekedési faktor receptorokhoz (bFGFR, VEGFR)
kotédo novekedési faktorok (bFGF, VEGF) valtanak ki. Masodik 1épésben a mar meglévo
kapillaris falanak degradacioja kovetkezik, melyet a MMP-k (matrix metalloproteindzok)
medialnak. Harmadik 1épésben az elagazodasi pont kialakitas kovetkezik az érfalban, mely
folyamatot az integrinek szabalyoznak. A kovetkez6 - integrinek, MMP-k és urokinazok altal
szabalyozott - 1épésben megindul az endothél sejtek migracidja az extracellularis térbe. Otodik
1épésént a kdrnyezod stroma sejtek altal termelt Angiopoietin 1 hatasara a kiaramlott endothél
sejtek jrarendez6dnek és lumennel rendelkezd apré csovet formalnak. Utolso 1épésként pedig
az uj erekben 1évo endothél sejtek altal termelt PDGF, a pericytak toborzésa révén az Gjonnan

képzddott apro csovek egybefonddasat eredményezi (1. abra).

2.2.2 Intussusceptiv (,,splitting”) angiogenezis

A bimbddz6 angiogenezissel szemben szignifikansan eldnydsebbnek tekinthetd ez az
alternativ angiogenezis forma, hiszen gyorsabban ¢és kevesebb energiabefektetéssel
képzddnek 1j erek ezzel a mechanizmussal. Tovabba, ez a folyamat nem fligg az endothél
sejtek proliferaciojatol, a membran degradaciotdl és a migraciotdl sem. A tumorok ezt az
érképzési stratégiat alkalmazzdk abban az esetben, ha gyorsan kell adaptalédniuk a
mikrokornyezet valtozasihoz. Az 0j ér képzddése a mar meglévo ér lumenén beliil torténik. A
folyamat soran az intersticialis szovet beé¢kelddik a mar 1étez6 ér lumenébe, igy az eredeti eret
kettéhasitva két 0j 6nallo ér keletkezik. A folyamat négy f6 1épésbdl all (Viallard és mtsai.,
2017; Paku és mtsai., 2011). Els6 1épésben az ér belsejében 1év6 endothél sejtek hidat képezve
egymashoz kapaszkodnak kollagén nyalabok altal. Masodik 1épésként a proteolitikus
aktivitasnak kdszonhetden a bazalmembran fellazul, a kollagén nyaldbok a lumenen beliil
migralnak az endothél sejtek altal alkotott hidon keresztiil. Harmadik Iépésben a
kollagénnyalabok elérik az ér tuloldalat, hozzédkapcsolddnak az intersticialis szovethez, igy
létrehozva egyfajta pillért. Az utolsd lépésben a pillér tovabb fejlodik, novekszik a
fibroblasztok, pericytdk ¢€s myofibroblasztok toborzasanak kdoszonhetéen. A humén
daganatok koziil a melanomara (Viallard és mtsai., 2017; Ribatti és mtsai., 2005) és a colon
carcinomara (Viallard és mtsai., 2017; Paku és mtsai., 2011) jellemz6 ez a fajta alternativ

érképzési mechanizmus.
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2.2.3 Vasculogén mimikri

A vasculogén mimikri kifejezés- mint alternativ angiogenezis- arra utal, hogy a
tumorsejtek endothél sejtként viselkednek. A folyamat soran a tumoros sejtek nemcsak tumor
markereket, hanem endothél sejtekre jellemz6 markereket (pl.:VE-Cadherin) is
expresszalnak, melyek segitségével apro ereket tudnak képezni. Ezt a jelenséget
melanomaban (Viallard és mtsai., 2017; Maniotis és mtsai., 1999), eml6, ovarium, prosztata,
hugyholyag és tidé carcinomakban, sarcomaban és glioméakban is megfigyelték (Viallard és

mtsai., 2017; Paulis és mtsai., 2010).

2.2.4 Er , felvétel” (,,Vessel co-option”)

Ennek az alternativ angiogenezisnek a sordn a gazdagon erezett szovetekben a tumorok
anélkiil tudnak novekedni, hogy Uj ereket képeznének. A folyamat sordn gyakorlatilag
,elraboljak” a kornyezd szovetekben megtalalhatd ereket. Vesesejtes carcinomaban
megfigyelték, hogy a daganat hatdran jol fejlett erezet lathato, hiszen a daganat ezen erek
mentén novekszik, majd ahogy névekszik a tumor, tigy foglalja magaba az ereket (Viallard és

mtsai., 2017; Qian, 2013).

2.3 Angiogenezis szabalyozasaban résztvevd molekulak

A hypoxia kialakuldsa a legfobb hajtéereje az angiogenezis elindulasanak.
Normoxiaban a PHD2 (prolyl hidroxilaz domain protein 2) oxigént hasznal fel a HIF (hypoxia
indukalta faktor) transzkripcios faktor hidrolizalasara. A hidrolizalt HIF transzkripcios faktor
a Von Hippel- Lindau (VHL) komplex altal ubikvitinalasra, majd a proteaszOmakban

lebontasra keriil.

Hypoxias koriilmények kozott azonban a PHD2 inaktivva valik, a HIF transzkripcids faktor
nem keriil lebontésra a proteaszomakban, hanem hozzako6tddik a hypoxia valasz elemekhez
(HRE), mely a target gének (VEGF, TGF-B, PDGF-B, plazminogén aktivator-1, erytropoietin,

GLUT-1) expresszidjat vonja maga utan.

Azonban a tumorokban nem csak a hypoxia okozhat magas HIF protein szinteket, hanem az
onkogén utvonalak (pl.: ERK jelatviteli ut) fokozott aktivalodasa is (Viallard és mtsai., 2017,
Masound és mtsai., 2015).
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Tovabba, a VEGF képzddése is fokozott lehet kiilonbozd mutaciok altal, melyek vagy
onkogének aktivaciojat vagy tumor szupresszorok inaktivaciojat okozhatjak (Viallard és

mtsai., 2017).

2.3.1 Szolubilis szabalyoz6 faktorok
2.3.1.1 Vascularis endothelialis novekedési faktor (VEGF)

A 8 exonbol all6 VEGF a 6-0s kromoszoma rovid karjan helyezkedik el. A VEGF-A
sejtfelszini tirozin-kinaz tipusu transzmembran receptorokhoz (VEGFR-1 VEGFR-2, NP-1,
NP-2) kotodik. A VEGFR-1 ¢s VEGFR-2 vascularis endothél sejteken, mig a NP-1 és NP-2
(neurofilin receptor 1 és 2) a neuronokon és vasculdris endothél sejteken expresszalodik
(Otrock és mtsai., 2007; Dvorak, 2002). A VEGF-A pro-angiogenikus hatasat leginkabb a
VEGFR-2- hoz valo kotédése révén fejti ki (Otrock és mtsai., 2007; Ferrara és mtsai., 2003).
A VEGF-A-nak szerepe van a sebgyogyulasban, az ovulacioban, a vérnyomas fenntartasban,
a menstruacioban és a terhességben (Otrock és mtsai., 2007; Brown és mtsai., 1992), valamint
a legtdbb szolid tumor nagy mennyiségben expresszalja (Otrock és mtsai., 2007; Ferrara €s

mtsai., 2003).

A VEGF-B VEGFR-1- hez igen, azonban a VEGFR-2-h6z és VEGFR-3-hoz nem kotédik. In

vivo kortilmények kozott betdltott szerepe egyelére nem ismert.

A VEGF-C és VEGF-D a VEGFR-2-h6z és VEGFR-3-hoz is k6todik, mindkettd ndvekedési

faktor in vivo és in vitro is stimulalja az angiogenezist.

2.3.1.2 Angiopoietinek (Ang 1 és 2)

Az Angiopoietinek (Ang 1 és Ang 2) és a Tie receptorok fontos szerepet toltenek be az
angiogenezisben (Otrock és mtsai., 2007; Carmeliet, 2003). A Tie 1 receptor mMRNS-e nagy
mértékben expresszalodik az embrionalis vascularis endothéliumban, angioblastokon és az
endocardiumban (Otrock és mtsai., 2007; Korhonen és mtsai., 1994). Az Angiopoietinek Tie2

receptorhoz kotddnek, a Tiel receptor ligandjai jelenleg még nem ismertek.

2.3.1.3 Fibroblaszt novekedési faktorok (FGF)

Az aciditikus és bazikus fibroblaszt ndvekedési faktorok (aFGF és bFGF) olyan heparin

kotd protein mitogének, amik szintén fontos szerepet jatszanak az angiogenezisben. Az FGF-
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ek FGFR1 vagy FGFR2-hoz valo kotédésiikkel az endothél sejtek proliferaciojat (Otrock és

s

Terranova és mtsai., 1985) stimulaljak.

2.3.1.4 Vérlemezke eredetii ndvekedési faktor (PDGF)

A vérlemezke eredetii novekedési faktort eldszor vérlemezkékbdl izolaltdk, majd
fibroblasztokban, astrocytakban, keratinocytakban és epitelialis sejtekben is azonositottak
6ket (Otrock és mtsai., 2007; Heldin és mtsai., 1999). In vivo stimulalja az angiogenezist
azaltal, hogy pericytakat toboroz az érképzddés helyére, igy segiti a kis erek fejlodését, majd

egybefonddasat (Otrock és mtsai., 2007; Risau és mtsai., 1992).

2.3.1.5 Transzformal6 novekedési faktor (TGF)

A TGF-B csalad ligandjai II. tipust receptorokhoz kotdédnek. Alacsony dézisban
hozzajarul az angiogenikus faktorok, proteindzok fokozott termeléséhez, azonban magas

koncentracioban gatolja az endothél sejtek ndvekedését, segiti a bazalmembran megtjulasat

------

Carmeliet, 2003)

2.3.2 Membran kotott szabalyozo faktorok
2.3.2.1 avfs Integrinek

Az integrinek kation-dependens heterodimer szerkezetii membran kotott glikoproteinek,
melyek jellemzden két (a és ), egymashoz nem kovalens kotéssel kapcsolodo alegységbdl
éplilnek fel. 18 a és 8 B alegység alkot 24 kiilonbozd integrin heterodimert. Mindegyik integrin
receptor egy extracellularis doménbdl, egy transzmembran doménbdl és egy rovid (kb. 30-40
aminosavbol allo) intracellularis doménbdl épiil fel. Néhany integrin csak egyféle ligandot
képes kotni, mig masok (pl. avp3) tobb ligand kotésére is képesek. Szamos integrin, koztiik
az avPs, asPi, owPs, avPs és asPi képes felismerni a 3 aminosavbol (arginin-glicin-
aszparaginsav) allo peptidszekvenciakat (RGD). Ligandkotést kovetéen az alegységek
csoportosulnak, majd integrin-medialt jelatvitel alakul ki. Az integrin receptorok nem
rendelkeznek intrinsic enzimatikus aktivitassal, azonban komplex jelatviteli utakat tudnak

meginditani a kindzokhoz ¢és adaptor proteinekhez vald hozzakapcsolédasuk altal. Az
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--------

Ligandkotésiik elmaradasa ezeket a folyamatokat gatolja és apoptédzist képes indukalni a
sejtben. A sejthalal ezen stressz indukalta formajat integrin medialt sejthalalnak nevezziik. A
folyamat kaszpaz 8-t61 fliggd, am halal-receptoroktol fiiggetlen. Mig az a1f1, a2f1, asPi, asp1
¢és az avpPs integrin receptorok expressziojat szamos pro-angiogenikus novekedési faktorok
vagy kemokinek szabalyozzak, addig mas integrineket receptor medialt jelatvitel aktivalja

(Avraamides és mtsai., 2008).

Az avfs integrin volt az els6 az integrinek csalddjabol, melyrél bebizonyosodott
angiogenezisben betdltott szabalyozo szerepe. Normal szdvetek erein nem expresszalddik,
azonban tumoros szOvetben, sebgyodgyulaskor és gyulladaskor nagy mennyiségben
expresszalodik az endothél sejteken. Expressziojuk az endothél sejtek felszinén angiogenikus
novekedési faktorok (VEGF, bFGF, TNF, IL8) altal szorosan szabalyozott folyamat. Szamos
hatasat. Integrin avfBs antagonistak hatisara az endothél sejtek apoptdzisa kovetkezik be,
tovabba, emelkedik a p53 tumor szupresszor és p21 sejt ciklus inhibitor aktivitasa, csokken
az antiapoptotikus proteinek (pl. BAX) szintje. Tovabbi tanulmanyok bizonyitjak, hogy az
avfsantagonistak aktivaljak a kaszpaz 8 fliggd programozott sejthalalt (Avraamides és mtsai.,
2008; Stupack és mtsai., 2001). Az endothél sejtek felszinén 1évé avps ligand (pl. Fibronectin)
kotést kovetden aktivalja a MAPK, FAK, Src és mas kinazokat, igy szabalyozva a sejt

--------

2.3.2.2 VVE cadherin

A cadherinek a sejtadhézios molekulak egyik legnagyobb csoportja. Jellegzetes
extracellularis cadherin doménnel rendelkeznek és homofil, Ca?*- fiiggé adhézids
folyamatokat medialnak. Az optimalis adhézi6 érdekében C termindlisaval cytoplazmatikus
proteinekhez, kateninekhez kotédik. Hasonldan az integrinekhez, a cadherinek is kiviilrél
befel¢ iranyulo jelatvitelben jatszanak szerepet. Részt vesz a sejt novekedésének
kontaktgatlasaban a VEGFR2-vel val6 gatlo hatasa révén. Ezzel ellentmondva, tamogatja a

VEGF?2 stimulalta antiapoptotikus hatasokat (Vestweber, 2008).
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2.3.3 Plazmin rendszer

A plazmin rendszer a zymogén plazminogénbdl, az aktiv plazminbol, szoveti €s
urokinaz tipusu plazminogén aktivatorbol, plazminogén- és plazmin inhibitorbol, valamint
plazmin- és plazminogén receptorokbol épiil fel. Allatkisérletek bizonyitottak, hogy a
plazminogén és a plazmin elengedhetetlen az in vivo angiogenikus folyamatokhoz, a
plazminogén defficiens (Plg ") allatokban az érképz6dés mértéke csokkent. A plazmin egy
olyan széles spektrummal rendelkezd szerin protedz, ami szdmos extracelluldris matrix
komponenst (fibronectin, laminin, von Willebrand faktor) képes enzimatikusan hasitani,
aktivalja a matrix metalloproteinazokat, tovabba, hatasa van a novekedési faktorok (kiilondsen

a bFGF ¢és VEGF) aktivitasara is (Oh és mtsai., 2003).

2.3.4 Matrix metalloproteinazok

A Dbazalmembran degradiacidja (lebontasa) elengedhetetlen az angiogenezis
folyamataban. A matrix metalloproteindzok (MMP-k) olyan enzimek, melyek képesek az
extracellularis matrix (ECM) atrendezésére. Szerkezetileg két csoportot kiilonbdztetiink meg,
a szekretalt MMP-Kket és a membran kotott MMP-ket. A szekretalt MMP-k k6z¢ tartoznak a
kollagenazok (MMP-1 és MMP-13), stromelizinek (MMP-3, MMP-10 és MMP-11),
gelatinazok (gelatinaz A= MMP-2 ¢és gelatinaz B=MMP-9), valamint egyéb MMP-k (MMP-
7, MMP-12, MMP-19 és MMP-20) csoportja. A membran kotott MMP-k k6zé pedig az MT1-
MMP, MT2-MPP, MT3-MMP és az MT4-MMP sorolhaté. (Otrock és mtsai., 2007; Pepper,
2001). Az MMP-k normal szovetekben alapszinten expresszalodnak, azonban amikor a
szovetek jrarendezédése (remodeling) indokoltta valik (tumor novekedés, sebgyogyulas),
akkor az MMP-k r6vid idén belill nagy mennyiségben expresszalodnak. Az MMP-k
expresszidjat szamos jel beindithatja, ilyenek példaul a citokinek vagy a hormonok. Citokinek
és novekedési faktorok széles kore aktivalja az MMP-k transzkripciojat, tobbek kozott az
epidermalis ndvekedési faktor (EGF), hepatocyta novekedési faktor (HGF), fibroblaszt
novekedési faktor (FGF), vascularis endothelialis névekedési faktor (VEGF), vérlemezke
eredetli névekedési faktor (PDGF), tumor necrosis faktor o (TNF o), keratinocyta ndvekedési
faktor (KGF), transzformal6 nodvekedési faktor B (TGF- B), valamint interleukinek és
interferonok. Ezzel egyiitt szamos jelatviteli utat indithatnak be, mint példaul NF- kB, mitogén
aktivalt protein kindz (MAPK) vagy Smad dependens jelatviteli utvonalak. Szoros

génexpresszios (endogén) €s exogén szabalyozas hatirozza meg az MMP-k aktivitasat. Az
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Ujonnan expresszalt MMP-k enzimatikusan inaktivak (pro-MMP-k), az enzimek
aktivatorok koz¢ sorolhat6 a plazmin, kallikrein és kaszkdd mechanizmusok révén az MMP-
k egymast is képesek aktivalni. Az aktivacio kontrolljat a plazma proteinaz inhibitorok (al-
proteinaz, 02 macroglobulin) é¢s metalloproteinaz szoveti inhibitorok (TIMP) adjak (Caley és

mtsai., 2015).

2.4 Aminopeptidaz N (CD13) molekula

Azokat a fehérjéket, melyek sokrétli funkcidval jellemezheték ,,moonlighting”
proteinnek nevezziik. Ezek k6z¢é a proteinek kozé tartozik az Aminopeptidaz N (APN), mas
néven CDI13 molekula. Szerteagazd funkcidjara akkor lettek figyelmesek, amikor
monoklonalis antitesttel kapcsoltak 6ssze ¢ket (Mina-Osorio, 2008; Mina-Osorio és mtsai.,
2008), csendesitették vagy éppen felerdsitették a fehérje expresszaldodasat kiillonbozo
sejtekben (Mina-Osorio, 2008; Fukasawa és mtsai., 2006), vagy kémiai inhibitorokkal
enzimatikus aktivitasat gatoltak (Mina-Osorio, 2008; Mishima és mtsai., 2007).
Angiogenezisben betoltott kitiintetett szerepét CD13-defficiens allatokkal valo kisérletekben

is leirtak a kozelmultban (Rangel és mtsai., 2007).

A CD13 molekula egy erdsen glikozilalt, kb. 160 kDa méretli, 967 aminosavbol allo 1l-es
tipusit membran kotott metallopeptidaz. A human genomban a 15-6s kromoszéman talalhato
az APN/CD13 molekulat kodold 20 exonbdl allo6 ANPEP gén (Mina-Osorio, 2008; Watt és
mtsai., 1990). N-terminalis, intracellularis doménje csupan 9 aminosavbol all, extracellularis,
C- terminalis doménje, azonban ennél joval nagyobb méretii, a kettd kozott pedig egy szimpla
transzmembran régié helyezkedik el (Wickstrom és mitsai.,, 2011). Cink koté HEXXH
pentapeptid motivumot tartalmaz, mely az M1 tipusit metalloproteinaz szupercsalad
jellemzdje (Petrovic és mtsai., 2004). Normal expresszioja megfigyelhet6 a vese €s vékonybél
epitélsejteken, az idegrendszerben (szinaptikus membranokon és pericytakon) és myeloid
sejteken (monocytakon, macrofagokon és dendritikus sejteken). Aktivalt, angiogenezisben
résztvevl endothél sejteken is expresszalodik, azonban csak in vivo koriilmények kozott

(Mina- Osorio ¢és mtsai., 2008).

Az APN/CDI13 molekula expresszidjat leginkdbb a hypoxia és a ndvekedési faktorok
expresszioja indukalja transzkripcios szinten. A HIF-1a transzkripcids faktor a hypoxia valasz

elemekhez (HRE) hozzdkotddve target gének, koztik az APN expressziojat indukaljak
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(Bhagwat és mtsai., 2001; Hanahan és mtsai., 1996; Hanahan, 1997; Folkman és mtsai., 1996;
Varner és mtsai., 1996). Bhagwat és munkatarsai (2001) kisérleteikben HUVEC (human
umbilical vein endothelial cells) sejteket tenyésztettek magas vagy alacsony
szérumkoncentraciok mellett, vagy egy-egy angiogenikus faktor (bFGF, VEGF, TNFa, IGF-
1) hozzéadéasaval. Tapasztalataik szerint az APN/CDI13 expresszidja négyszeresére nott
szérum (mely az Osszes angiogenikus faktort tartalmazza a megfelelé koncentraciokban)
hozzaadésat kovetden. Az Onallé angiogenikus faktorok masfél- kétszeres expresszidbeli
novekedést tudtak generalni. A bFGF bizonyult a leger6sebb indukaloszernek, ezt kovette a
nagyjabol azonos hatédssal bir6 VEGF és TNFa, végiil a leggyengébb indukal6 hatassal az
IGF-1 rendelkezett. Petrovic és munkatarsai (2003) a novekedési faktorok altal beinditott
Ras/MAPK utvonal aktivalodasa altal indukalt CD13 transzkripciot vizsgaltak. Az aktivalt
Ras utvonal nélkiilozhetetlen a CDI3 indukcidjdhoz. Az Ets-2 Ras/MAPK altali
foszforilacigja elengedhetetlen a CDI13 endothelialis indukcidjdhoz. Ezt a megfigyelést
tamasztja ald az a tény is, hogy a hianyosan foszforilalt Ets-3 mutans nem képes az APN/CD13
aktivalasara (Petrovic és mtsai., 2003). Azonban a CD13 nem az egyetlen target a Ras altali
aktivacioban, APN/CD13 jelenlétében és Ras inhibitor (Manumycin A) hozzdadasaval nem
teljes a kapillaris formalddasanak gatlasa (Petrovic és mtsai., 2004; Bhagwat és mtsai., 2003).
Ez az ismeret arra enged kovetkeztetni benniinket, hogy mig a Ras az angiogenezis korai
szakaszaban sziikséges, addig a CDI13 az angiogenezis késObbi szakaszdban valik

kulcsfontossag molekulava (Petrovic és mtsai., 2004).

Pasqualini és munkatarsai (2000) immunhisztokémiai vizsgalattal magas APN expressziot
mutattak ki MDA-MB-435 eml6é carcinomaval transzplantalt nude egerek tumoraiban.
Immunhisztokémiai vizsgalatok igazoltak kiilonbozé egér és human tumorok, valamint a
corpus luteum APN/CDI13 pozitivitasat, illetve azt is, hogy a normal szovetek endothél
sejtjeirdl alapvetden hianyzik a molekula (Petrovic és mtsai., 2004; Pasqualini és mtsai., 2000;
Curnis és mtsai., 2002). Szamos human eredetii klinikai mintan igazolddott az APN/CD13
pozitivitas (Wickstrom és mtsai., 2011). Martinez és munkatarsai (1999) eml6 daganatokon,
Surowiak és munkatarsai (2006) ovarium carcinomaban, Hashida és munkatarsai (2002) colon
carcinomaban, Kehlen ¢és munkatarsai (2003) pajzsmirigy carcinomaban, lIkeda és
munkatarsai (2003) pancreas carcinomaban, Zhang és munkatarsai (2015) nem kissejtes
tiidécarcinomdban, Guzman-Rojas és munkatarsai (2012) melanomaban, Ishii és munkatarsai
(2001a) prosztata daganatokban igazoltak az APN/CD13 emelkedett szintjét. Gyomor

daganatokban az APN expresszio és a TGF-Bl expresszidos szintek jol korrelaltak a
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tumormérettel, a nyirokcsomo attétek szdmaval és a tumor differencialtsagaval (Schreiber és
mtsai., 2018; Song és mtsai., 2017). Colorectalis carcinomaban szenvedd betegek szoveti és
plazma APN enzimatikus aktivitast hataroztak meg. Magas szoveti APN jo tulélési esélyt
jelent, ezzel szemben a magas plazma APN rosszabb progndzissal kecsegtet (Schreiber és
mtsai., 2018; Sanz és mtsai., 2015). Mig ismert az APN overexpresszioja malignus daganatos
korképekben, addig akadnak olyan kivételek is, ahol az APN szintek csokkentek a
kornyezethez képest. Ilyen kivételek kozé tartoznak a vesedaganatok is, melyekben a
kornyezd veseszovethez képest alacsonyabb APN expressziot detektaltak (Schreiber és mtsai.,

2018; Ishii és mtsai., 2001b).

Harom f6 funkcioval jellemezheté az APN/CD13 molekula: enzim, receptor és szignalizacios
molekula. Enzimatikus mitkddése révén részt vesz peptidek hasitasaban, differenciacioban,
proliferacioban, motilitdsban, kemotaxis és antigén prezentacioban is. Receptorként
endocitotikus folyamatokban, igy virus fertézéskor és a koleszterol felvétele soran van
szerepe. Szignalizac6s molekulaként részt vesz adhézios folyamatokban, az angiogenezisben
¢és fagocitozisban is (Mina Osorio, 2008). Az APN/CD13 funkcidja a lokalizaciojatol fiigg.
Példaul a vékonybél epitélsejtjein nagy mennyiségben expresszalodik, melynek szerepe van
a kis peptidek lebontdsdban enzimatikus aktivitdsa révén. Az idegrendszerben, példaul

szinaptikus membranokban inaktivalja a neuropeptid hormonokat (endorfin, enkefalin).

2.4.1 Enzimatikus fehérje hasit6 funkcid

2.4.1.1 Peptidek enzimatikus szabalyozasa

Az aminopeptiddz N szubsztratjainak hasitdsa révén azok aktivititasat szabalyozza.
Szubsztratja lehet példaul az enkefalin, melynek N-terminalisan val6 hasitasaval a fehérje
féléletideje csokken, igy segiti annak metabolizacidjat (Mina-Osorio, 2008). Az angiotenzin
I11 N- terminalisan val6 hasitas révén angiotenzin IV-¢ alakul, igy szabéalyozva a vérnyomast
(Mina-Osorio, 2008; Danziger, 2008). Az ECM fehérjéinek - példaul a IV-es tipusu kollagén
vagy a nidogén- hasitasa révén a tumoros sejt invaziojat és metasztazis képzését segiti (Mina-

Osorio, 2008; Menrad és mtsai., 1993).

2.4.1.2 Differenciacio

Harom f6 megfigyelésen alapszik a differenciacioban betoltott szerepe. ElsOként,

megfigyelték, hogy normal és neoplazias myeloid sejteken jol meghatarozott differenciacios
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fazisban jelenik meg a CDI13. A legtobb leukémias myeloblast expresszalja a CD13-at,
azonban a lymphocitadk csak korai differenciacios fazisukban, érésiik soran a CDI13
expresszioja megsziinik. Ez Iehet6séget teremt a leukémiak diagnézisanak felallitasara (Mina-
Osorio, 2008; Nakase és mtsai., 1996). Masodikként, a CD13 expressziojat szamos
differenciaciot befolyasolo agens, példaul 1L-4, IL-10 és TGF-pB szabalyozza (Mina-Osorio,
2008; Kehlen és mtsai., 2004). Legutolsoként pedig in vitro vizsgalatok igazoltak, hogy a

rrrrrr

2008; Lohn és mtsai., 1997).

2.4.1.3 Proliferacid

Szamos sejtvonalon leirasra keriilt az APN/CD13 inhibitorok, monoklonalis antitestek
proliferaciot gatldo hatdsa. Példaul, két APN/CDI13 gatloszerrdl, az aktinoninrdl és a

bestatinrdl, valamint monoklondlis antitestrdl jelent meg publikacid, hogy sikeresen gatoltak

crer

mtsai., 1995).

2.4.1.4 Motilitas

Ismert, hogy a CD13-nak hatdasa van a sejtek, kiillonosen a tumoros sejtek ¢és a
himivarsejtek motilitdsara. Anti-CD13 monoklondlis antitesttel vald kezelés hatasara
szignifikansan csokkent a tiid6 tumorsejtek (Mina-Osorio, 2008; Chang és mtsai., 2005), a
colon carcinoma sejtek és a fibrosarcoma sejtek (Mina-Osorio, 2008; Hashida és mtsai., 2002;
Saitoh és mtsai., 2006) motilitasa. Raadasul, ismertek a CD13 aktivitasa és a himivarsejtek
motilitdsa kozotti Osszefiigéseket leird publikaciok is. Korrelaciot talaltak az APN/CD13

enzimatikus aktivitasa és a fertilitas kozott (Mina-Osorio, 2008; Gonzalez és mtsai., 1985).

2.4.1.5 Kemotaxis

Az elmult években szamos tanulmany jelent meg, melyben a T lymphocytak szama ¢és
az sarcoidosisos betegek bronchoalveolaris folyadékaban mért APN/CD13 enzimatikus
aktivitasa kozotti osszefliggéseket vizsgaltak. A CD13 szintek joval magasabbak ezekben a
betegekben, mint kontroll, egészséges tarsaikéban, valamint leirtdk, hogy a tisztitott CD13 a

lymhocytak kemotaxisat valtja ki in vitro koriilmények kozott (Mina-Osorio, 2008; Tani és
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mtsai., 2000). Tovabba, a CD13 lebontja a CXCL11 kemokint, csokkenti a CXCR4 szintjét
¢s modulalja az SDF-1 (Stroma sejt eredetli faktor) indukalta sejt migraciot (Mina-Osorio,
2008; Proost és mtsai., 2007; Wulfaenger és mtsai., 2008).

2.4.1.6 Antigén prezentacio

Az APN/CD13 molekulat gyakran emlitik, mint antigén feldolgozé enzim. Ismert, hogy
az APN/CD13 enzimatikus aktivitasa révén képes bizonyos extracellularis peptidek
hasitasara, nyirasara, ezzel pedig segitve az antigén prezentdciot. Ezt tdmasztja ald az a
felismerés is, hogy az APN inhibitorok, valamint a monoklonalis antitestek gatoljak az APN

enzimatikus aktivitasat, akadalyozva ezzel az antigén prezentaciot (Mina-Osoria, 2008).

2.4.2 Receptorialis funkcid

2.4.2.1 Viralis receptor

Szamottevé fajban ismert a CD13 viralis receptorként valé miikddése. Példaul human
coronavirus 229E (HCoV-229E), sertés CoV (légzdszervi megbetegedést okozo), sertés
gastroenteritis CoV (TGEV), macska CoV (FECoV) ¢és kutya CoV (CCoV) receptora. A
receptor aktiv, kotd részének mutdcioja vagy gatldoszer kotddés hatdsara a virusok receptoralis
kotése elmarad (Mina-Osorio, 2008; Kolb és mtsai., 1998). Osszefiiggésbe hoztak a human
cytomegalovirus (HCMV) infekcidval is, minden HCMV-ra fogékony mononuklearis sejt in
vitro koriilmények kozott CD13-at expresszalt (Mina-Osorio, 2008; Soderberg és mitsai.,
1993).

2.4.2.2 Koleszterol felvétel

Korabbi publikacio bizonyitja, hogy a CD13 célpontja az Ezetimib nevii koleszterol
felvételt gatld szernek (Mina-Osorio, 2008; Kramer és mtsai., 2005). Azt feltételezik, hogy a
koleszterol felvétel gatlasara iranyuld Ezetimib adasa, nem a CD13 enzimatikus aktivitasat
gatolja, sokkal inkabb az enterocytak endocytotikus koleszterol felvételhez van- eddig még
pontosan nem ismert- kéze (Mina-Osorio, 2008; Orso és mtsai., 2006).
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2.4.3 Jelatviteli funkcio

2.4.3.1 Fagocytozis

A mononuklearis sejtek tobb, mint kétszer annyi CD13-at expresszalnak, mint azok a
sejtek, melyek nem vesznek részt a fagocytozisban (Mina-Osorio, 2008; Tokuda és mtsai.,
2006). Abban az esetben, ha ezeknek a fagocytotikus sejteknek 1,25- dihidroxi-D3 vitaminnal
kapacitasu sejtek CD13 szintje azonban csokken, kovetkezményesen még alacsonyabb lesz a
fagocytotikus kapacitasuk (Mina-Osorio, 2008). Korabban leirtak, hogy a CD13 aktivan részt
vesz a fagocytdzisban. Azok a partikulak, melyek egyszerre alakitanak ki keresztkotést az Fey
receptorral és az APN/CD13-mal, sokkal eredményesebb a fagocytdzisuk, mint azoké, melyek
csak az Fcy receptorhoz kotédnek. Erdekes médon, a CDI13 ¢nmagaban is hatékony
fagocytozist képes indukalni (Mina-Osorio és mtsai., 2005).

2.4.3.2 Angiogenezis

Az APN/ CDI13 harom mechanizmus révén is részt vesz az angiogenezisben: (a)
enzimatikus aktivitasa révén degradalja a matrix proteineket, (b) olyan peptideket general,
melyek angiogenikus és/vagy anti-angiogenikus hatasuak, (C) végiil pedig jelatvitelt modosit
novekedési és/vagy angiogenikus faktorokkal (Bauvois, 2004). Tovabbi tanulmanyok is
alatdmasztjak, hogy az APN/CDI13 molekula az angiogenezis egyik kulcsfontossagu
molekuldja (Wickstrom és mtsai., 2011): (i) APN inhibitorokkal valo kezelés hatasara kisérleti
allatok retinalis neovascularizacidja, a chorioallantoic membran angiogenezise és a tumor
novekedése csokkent, karosodott. (ii) Primer sejtek és sejtvonalak APN szintjei jelentdsen
novekedtek hypoxia, angiogenikus novekedési faktorok és a kapillarisok formalodasat
befolyésold jelatviteli itvonalak altal. (iii) A CD13 proximalis promoterét tartalmazo plazmid
transzkripcidja jelentdsen megemelkedett azoknak az angiogenikus jeleknek a hatasara,
melyek az endogén APN gén expressziojat kivaltjak in vitro és tumor xenograftokban, az
APN/CD13 esszencialis a kapillaris formalodasaban (Bhagwat és mtsai., 2001). Az
APN/CD13 enzimatikus aktivitasatol fiiggetleniil, sejtfelszini receptorként is funkcionalhat,
azonban a pontos receptorialis mechanizmusuk egyelére nem ismert. Endothél sejtek
felszinén elhelyezkedd receptorként mitkodhet a galectin-3 szamara, a galectin-3 indukalta
angiogenezis folyamataban. Azonban az APN csak 9 aminosavbol allo cytoplazmatikus

doménnel rendelkezik, amely altal nem képes direkt jelatvitelre. Arra, hogy az APN ¢és
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galectin 3 egyiittes jelenléte az endothél sejteken miként szabalyozhatja az angiogenezist,
magyarazat lehet az, hogy az APN egyfajta adaptor fehérjeként vesz részt a folyamatban. Egy
masik magyarazat lehet, hogy a galectin 3-at az APN receptorként megkdti, késobb
proteolitikus aktivitasa révén feldolgozza, majd az igy feldolgozott galectin 3 stimulélja az

angiogenezist (Yang és mtsai., 2007).

Igazoltdk, hogy bestatin, mint APN/CD13 gatlészer vagy anti-CD13 antitest hatasara az
angiogenezis gatlasra keriil in vivo koriilmények kozott (Mina-Osorio, 2008; Hashida és
mtsai., 2002). Ezenfeliil, a CD13 null egerekkel egyértelmiien bizonyitottak a molekula
jelentdségét az angiogenezisben (Rangel és mtsai., 2007). Ezekben az egerekben hypoxias
koriilmények kozott dramaian alacsony a neovascularizacio folyamata, ahogyan a novekedési

faktorokra adott angiogenikus vélaszuk is igen csekély.

Tumor-homing molekuldk azonositdsdra iranyuld fag-display technika segitségével
felfedeztek (Pasqualini és mtsai.,, 1995) egy aszparagin-glicin-arginin aminosavakat
tartalmazo peptidszekvenciat (NGR), mely specifikusan kotédik az angiogenezisben
résztvevo endothél sejtek felszinén 1évé APN/CD13 receptorhoz (Pasqualini és mtsai., 2000).
Az NGR peptidszekvencia roppant hasonlo az avs integrin receptorokhoz két6dé arginin-
glicin-aszpartamsav tartalmi RGD-vel. Mind az RGD, mind pedig az NGR peptidek
antitumor hatasu gyogyszerekkel konjugalva hatékonyabb kezelést biztositanak, amellett,
hogy a toxikus hatasuk csokken (Mina-Osorio, 2008; Curnis és mtsai., 2000; Pastorino és
mtsai., 2006; Corti és mtsai., 2004).

2.4.3.3 Adhézio

Egy anti-CD13 antitest karakterizalasa soran azt figyelték meg, hogy a CD13 diffuz
modon expresszalodik a szabadon allo sejtek felszinén, azonban, ha a sejtek egymashoz
kapcsolodnak, a CD13 expresszio atrendezddik és a sejt-sejt kontaktus helyére 6sszpontosul
(Mina-Osorio, 2008; Menrad és mtsai., 1993). Késobb azt talaltak lymphocytakban, hogy a
sejt-sejt kapcsolat indukalja a CD13 expressziot (Mina-Osorio, 2008; Riemann és mtsai.,
1999). Legutobbi megfigyelések szerint a monocytdk felszinén 1évé CD13-al vald
keresztkotés egy er0s homotipikus aggregaciot (HA) valt ki, ami jelatviteltdl fliggd, azonban

az enzimatikus aktivitastol fiiggetlen (Mina- Osorio, 2008; Mina-Osorio és mtsai., 2006).
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2.5 Angiogenezis vizsgalati lehetdségei
2.5.1 In vivo vizsgalatok

2.5.1.1 Matrigel plug assay

A Matrigel egy extracellularis matrix komponenseket (pl.: laminin, IV-es tipusu
kollagén, nidogén, proteoglikanok, egyéb ECM proteinek) tartalmazé gél halmazallapotu
anyag, melyet -20C-on fagyasztva tarolunk és 4 °C-ra felolvasztott allapotaban hasznalunk
fel. Az ECM oOsszetételének ,,modellezésére” alkalmas. A modszer lényege, hogy a
Matrigelhez kiilonb6z6 pro- €s anti-angiogenikus anyagokat hozzakeverve és kisérleti allatba
subcutan injektalast kovetden vizsgalni tudjuk ezen faktorok angiogenezisre gyakorolt
hatasat. Bizonyos id6 eltelte utan a Matrigeles plugot eltavolitva szdvettani vizsgalatnak vetik
ala a metszeteket, melybdl az erek szama és hemoglobin tartalma alapjan kovetkeztetni lehet
a vizsgalt anyag angiogenezist serkentd vagy gatldo hatdsra. (Passaniti és mtsai., 2004,

Tahergorabi és mtsai., 2012).

2.5.1.2 Szaruhartya angiogenezis vizsgalat

Ezt a metodust elsdként nyulakban fejlesztették ki, azonban par évvel késébb kisebb
testli ragcsalokra, igy egérre és patkanyra is adaptaltak a modszert (Staton €s mtsai., 2004;
Tahergorabi és mtsai., 2012). Az eljaras soran egy aprd zsebet képeznek a szaruhartyaban,
melybe a vizsgalni kivant anyagot fecskendezik. A moddszer egyetlen elénye, hogy az
alapvetden érmentes szaruhartydban az jjonnan képzd6dd ereket konnyen detektalni tudjuk.
Azonban a befecskendezett anyag gyulladasos reakciokat is kivalthat, valamint igen limitalt a

szaruhartya hozzaférhetdsége.

2.5.1.3 Csirke chorioallantoic membran vizsgalat

A modszer soran a tojason egy apr6 ablakot nyitnak, a chorioallantoic membranra
fecskendezik a vizsgélni kivant anyagot majd zarjak a tojast. Megfeleld inkubalasi id6 utan
atvilagitassal ellendrzik az 1 erek képzddését. A modszer eldnye olcsdsagaban és
egyszeriiségében rejlik, azonban az idegen anyagok bevitele gyakran valt ki gyulladasos

valaszt, ami megakadalyozhatja az ijonnan képzddott erek felismerését.
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2.5.1.4 Hatsolab ischaemia vizsgalat

Az egereken és patkanyokon végrehajtott hatsolab ischaemias eljaras a periférias
artérias betegségek modellezésére szolgal (Nilyama és mitsai., 2009). Szamos modszer
rendelkezésiinkre all az ischaemia eldidézésére, melyekben az elkotések helye és modja eltér
egymastol. Attol fliggden pedig, hogy melyik modszert alkalmazzuk, més- mas ischemias
mintazatot kapunk. Az elkotés utdn bekovetkezd neovascularizacidt endothél sejtek
proliferaciojabol és a kapillarisok denzitdsdbol lehet meghatdrozni. A mm?2-ként 1évé
kapillarisszam meghatarozassal szemben pontosabb adatot szolgaltat az izomrostonként

lefuté kapillarisok szamanak meghatarozasa.

2.5.2 In vitro vizsgalatok

2.5.2.1 Endothél sejt proliferacids vizsgalat

Az els a nett6 sejtszdm maghatarozéason alapszik, melyet hemocytométerrel (Biirker kamra)
végeznek, azonban a folyamat idGigényes és csak magas sejt denzitasnal alkalmas a
proliferacié meghatdrozasara. A masik mddszer egy kolorimetrias eljaras, az MTT assay,
mely soran az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid) a
mitokondrialis dehidrogenaz enzimek (mitokondrialis aktivitas = eld sejt) altali lebontéas révén
kékes-lilas formazan kristallya alakulnak. A formazan kristalyokat DMSO segitségével oldjak
¢s a keletkezd oldott formazan abszorbanciajat 570 nm-en spektrofotométerrel mérik (Riss €s

mtsai., 2013; Tahergorabi és mtsai., 2012).

2.5.2.2 Endothél sejt migracios vizsgalat

A Boyden kamra vizsgélat a leggyakrabban alkalmazott migracios vizsgalati modszer.
A vizsgélat soran a sejteket egy 8 um porus atmérdjii fibronectinnel, kollagénnel, vagy
Matrigellel fedett sziirére vissziik fel, a vizsgalni kivant angiogenikus faktort pedig az alatta
1évé kamraba juttatjuk be, a sejtek pedig a koncentraciogradiens iranyaba kezdenek el
mozogni. A modszer rendkiviil érzékeny a kis koncentraciokiilonbségekre is, kdnnyen
reprodukalhat6, hatranya viszont, hogy a vizsgalat soran maga a migraciés folyamat nem

lathato, csak a végén ennek az eredménye (Tahergorabi és mtsai., 2012).
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2.5.2.3 Endothél sejt differenciacios vizsgalat

A vizsgalat valaszt ad arra a kérdésre, hogy képesek- e az endothél sejtek 3D-S
struktirat, azaz cs6 (ér) format felvenni. A differencidcié sebessége az alkalmazott matrix
Osszetételétol fligg. I-es vagy ll-es tipusu kollagén matrixon joval lassabb és esetibb a
csOképzés, mint [V-es vagy V-0s tipust kollagén matrixon. A legkifejezettebb €s leggyorsabb
differenciacio természetesen a komplex dsszetételli Matrigelen valosul meg (Tahergorabi és

mtsai., 2012).

2.5.3 Ex vivo vizsgalatok

2.5.3.1 Patkany aortagylirii vizsgélat

A modszer soran a patkanyok thoracalis aortajat, valamint az aorta melletti zsirszovetet
eltavolitjak. Az aortat megkozelitdleg 1 mm vastag gyliriikre vagjak fel, Matrigellel ellatott
plate-ekbe agyazzak Oket, az angiogenikus faktorok hozzaadasa opcionalis. 6-12 napos

inkubalas utan a plate-eket szteromikroszkop alatt vizsgaljak (Bellacen és mtsai., 2009).

2.5.3.2 Csirke aortaiv vizsgalat

A modszer hasonlit az eléz6éekben leirt patkany aortagytrli vizsgalathoz, azonban a
csirkébdl aortaivet izolalnak, melyet 1 mm-es darabokra vagnak és Matrigellel fedett plate-
ekben tenyésztik a mintdkat. A modszer elénye a gyorsasag, csupan 1-3 napot vesz igénybe

(Tahergorabi és mtsai., 2012).

2.5.4 Kvantitativ vizsgalatok

A kvantitativ vizsgéalatoknak két csoportjat, az invaziv €és noninvaziv technikakat
kiilonboztetjiik meg. Invaziv technikanak mindsiil az €l szervezetbdl nyert szovetdarabon
(biopszia) végzett hisztologiai vizsgalat fény- vagy elektronmikroszkdppal. Noninvaziv
technikdk kozé a képalkoto eljarasokat (MRI, CT és PET) sorolhatjuk, hiszen ezeknél a
modszereknél egy intravénas szurason kiviil semmilyen mas invaziv eljaras nem torténik. A
CT és MR modalitasok els@sorban anatomiai informacioval szolgalo képalkotd eljarasok. A
CT vizsgalatokhoz jellemzden jodtartalmt, mig MR vizsgélatokhoz gadolinium tartalmu
kontrasztanyagot juttatnak a beteg szervezetébe intravénasan, majd ezt koveti a képalkotas.

Fontos azonban azt leszogezni, hogy ezek a képalkotd eljardsok molekuléris szinti
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informaciot nem biztositanak. A képalkoté mddszerek koziil kiemelendé a PET képalkotas,
mely az ¢l6 szervezet miikodésbeli, funkcionalis allapotardl nyult informaciét. A PET
képalkotds soran pozitronemittald izotoppal jelolt radiotracert injektalunk intravéndsan,
melyet radiotracertdl fliggd inkubacios 1d6 kovet. Ennek leteltét kdveton torténik a képalkotas.
A PET technika angiogenezis specifikus radiotracerek alkalmazasaval magas szenzitivitassal
¢s pontossaggal képes a tumorok érképzodésének vizsgalatara. A korabban emlitett CT vagy
MR modalitasokkal kombinalt PET technika, tgynevezett hibrid képalkotast tesz lehetové,

mellyel egy tilésben kapunk anatoémiai és miikddésbeli informaciot.

2.5.4.1 Kapillaris denzitas becslés

Gold standardnak mindésiild vizsgalat a szovettani mintdkon végzett vascularis denzitas
immunhisztokémiai vizsgalata. Az eljaras sordn a mintdkat formalinban fixaljak, majd
fokozatosan emelkedd alkoholsorban dehidrataljak, ezt kovetden a paraffinba 4gyazott mintat
5 um vastagsagl szeletekre vagjak. A metszetek deparaffinildsat kovetden anti-CD31
antitesttel inkubaljak a mintadkat. Majd a masodlagos antitesttel konjugalt HRP-DAB el6hivé

rendszerrel mikroszkop alatt vizsgaljak a mintak erezettségét (Tahergorabi és mtsai., 2012).

2.6 Aminopeptidaiz N (APN/CD13) expresszid vizsgalata reaktiv és nem reaktiv
ligandokkal

Az APN-t célz6 kémiai agenseket két csoportra oszthatjuk: reaktiv (melyeket az
APN/CD13 enzimatikusan hasit) ligandok csoportjara és a nem reaktiv ligandok csoportjara.
Ismert, hogy az APN/CD13 eldnyben részesiti az N termindlison 1év0 semleges aminosavak
hasitasat (Schreiber és mtsai., 2018; Mina-Osorio, 2008). Ezek koziil is kiemelkedd optikailag
aktiv szubsztratja az enzimnek a karboxil modositott L-leucin és az L-alanin. A legegyszeriibb
példa erre az L-leucin-p-nitroanilid, melybdl a hasitassal képz6dé p-nitroanilin 405 nm-en
abszorbedl. Ez a kereskedelmi forgalomban is kaphaté molekula enzim inhibitor vizsgalatok
soran gyakran alkalmazott d4gens, azonban a detektalasi érzékenysége igen gyenge (Schreiber
¢s mtsai., 2018; Rich és mtsai., 1984; Gao ¢s mtsai., 2011). Sokkal érzé¢kenyebb detektalast
biztositanak azok az L-leucin és L-alanin szarmazékok, melyek az enzimatikus hasitas
eredményeként fluoreszcens 7-amino-4-metilkumarinra (AMC) hasadnak. Az AMC-vel valo
vizsgalatok soran ovarium daganatos betegek intratumoralis folyadékanak vagy rheumathoid

arthritises betegek szinovialis folyadékanak szolubilis APN szintjét hatarozzdk meg
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(Schreiber és mtsai., 2008; van Hensbergen és mtsai., 2002; Morgan és mtsai., 2015). Az
elmult években nagy figyelem forditddott az olyan szubsztratok irdnyaba, melyek hasitas
révén meélyvords vagy kozel infravords (NIR) fluoreszcens jel szabadul fel. Ezeknek a
festékeknek a fluoreszcencia vezérelt sebészetben van szerepiik, ahol segitik a negativ sebészi
sz€llel valé tumoros szovet kimetszését, igy hozzajarulva a beteg mihamarabbi gydgyuldsdhoz
(Shreiber és mtsai., 2018; Vahrmeijer és mtsai., 2013). A kdzelmultban amino-hemicianin-
alanin nevii NIR szubsztratot fedeztek fel, mely lehet6vé teszi az APN in vitro és in vivo
enzimatikus aktivitasanak mérését (Schreiber és mtsai., 2018; He és mtsai., 2017). Hasonlbéan
az el6z6khoz, az alanin-krezil-ibolya vagy az alanin-naphtalinamid APN-nel valé hasitasanak
terméke vOros szintartomanyban emittal (Schreiber és mtsai., 2018; He és mtsai., 2017; Chen
¢s mtsai., 2013). Egy egészen mas megkozelitéssel NMR (magneses magrezonancia)
spektroszkopiaval is mérhetd az APN enzimatikus aktivitasa. Az [1-*C] Ala-NHzenzimatikus
hasitasaval [1-1*C] Ala-OH termék keletkezik, melyet a 3C NMR kémiai eltolodasa jelez vese
homogenatumokon (Schreiber és mtsai., 2018; Hata és mtsai., 2016).

A masik nagy csoportot a nem reaktiv APN-t célz6 molekuldk alkotjak. Ide tartoznak az

antitestek, peptid és nem peptid tipusi molekulak is.

Az antitesteket gyakran immunhisztokémiai vizsgalatokndl hasznaljuk, melynél a cél az APN
expresszio kimutatdsa a tumoros szovetben. A klinikai gyakorlatban az APN expresszid
mértéke biomarkerként szolgal, mely segiti a beteg statuszat meghatarozni €s prognosztikai
jelentdséggel is bir (Schreier és mtsai., 2018; Wickstrom és mtsai., 2011). Az APN eltéréen
glikolizalt isoformaihoz kiilonboz6 antitestek kiilonbozé specificitassal kotédnek. Ezek a
glikolizaciok nem befolyasoljak az APN enzimatikus aktivitasat, azonban az antitestek altali
felismerést er6sen befolyasoljak (Schreiber és mtsai., 2018; O’connel és mtsai., 1991; Norén
¢és mtsai., 1997). A WM15, BF10 és 3D8 monoklonalis antitestek szinte majdnem minden

tumortipus felismerésére alkalmasak (Schreiber és mtsai., 2018; Di Matteo és mtsai., 2011).

A nem peptid alapi APN ligandok csoportjaba az APN inhibitorok tartoznak. Az egyik
legjobban ismert molekula a bestatin, mely a Streptomyces Olivoreticuli-bol izolalt,
reverzibilis kompetitiv inhibitor (Schreiber és mtsai., 2018; Umezawa ¢s mtsai., 1976). A
Japanban kereskedelmi forgalomban kaphat6 bestatin hatéanyagi Ubenimex® APN inhibitort
akut leukémiak kezelésére alkalmazzak (Schreiber és mtsai., 2018; Ota és mtsai., 1992; Guo
¢s mtsai., 2017). A kozelmultban Chen és munkatarsai (2015) zold fluoreszcensen jelolt

bestatint allitottak el és alkalmaztak ovarium carcinomak fluoreszcens képalkotasara.
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Sajnalatos modon a bestatin alacsony specificitassal bir, hiszen az APN/CD13-on kiviil még
12 kiilonb6z6 aminopeptidazhoz is képes kotddni (Schreiber és mtsai., 2018; Scornik és
mtsai., 2001). Az elmult években szamos APN inhibitor szintézisérol sziilettek publikaciok
(Schreiber és mtsai., 2018; Bauvois és mtsai., 2006; Xu és mtsai., 2005; Zhang és mtsai.,
2008). Jelenleg ezek mindegyike potencialis ligandjai a fluoreszcens molekularis

képalkotasnak (Schreiber és mtsai., 2018).

A peptid alapu APN ligandok legismertebb tagja az NGR (aszparagin-glicin-arginin) peptid.
Pasqualini és munkatéarsai 1995-ben ismerték fel fag-display technikdval, mint lehetséges
APN ligand. 1998-ban human eml6 carcinomaval transzplantalt nude egérbe injektaltak fag
konyvtarat (Schreiber és mtsai., 2018; Arap és mtsai., 1998). A linearis és ciklikus NGR
(cCNGRC) peptidek képalkotasi tulajdonsagait Osszehasonlitva arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a ciklikus valtozat joval stabilabb és specifikusabb tumorkotési képességgel
rendelkezik, mint a lineéris valtozat. Ugyanakkor vannak kivételes esetek (példaul tiido
carcinoma), amikor a linearis valtozat bizonyult jobbnak (Schreiber és mtsai., 2018; Zhang és
mtsai., 2014). Ductalis pancreas adenocarcinomaval és hepatocellularis carcinomaval
transzplantalt xenograft allatmodelleken a ciklikus NGR-t (¢cCNGRC) fluoreszcens és PET
képalkotasra is felhasznaltak (Schreiber és mtsai., 2018; Tang és mtsai., 2017; Gao és mtsai.,
2017). PET képalkotas céljabol a %Ga-al valé jeldléshez a ciklikus NGR-t hdrom kiilénb6z6
(NODAGA, DOTAGA ¢és HBED) kelatorral is konjugaltak mar, ahol a DOTAGA ¢és HBED
kelatorokkal valo konjugéalas magasabb target specificitast mutatott a hattérhez viszonyitva
(Schreiber és mtsai., 2018; Satpati és mtsai., 2018). A ciklikus NGR azonban nem csak a
diagnosztikus felhasznalasi lehetéségeket rejt. A ¢cCNGRC-t kemoterapias szerrel (pl.:
Chlorambucil) konjugalva és HYNIC kelatorral funkcionalizalva **™Tc-al jelolték, mely
olyan radiofarmakont eredményezett, mely nem csak diagnosztikara, hanem terépidra is
alkalmas volt. Az igy létrejové ®°mTC-HYNIC-CLB-cCNGRC radiotracer mindamellett,
hogy sikeresen gatolta a tumor ndvekedését, magas hidrofil tulajdonsaganak kdszonhetden a
nem target szovetekbdl gyorsan eliminalddott (Schreiber és mtsai., 2018; Vats és mtsai.,
2018). A ciklikus NGR felhasznalasa nem csak az onkoldgia, hanem a kardioldgia teriiletén
is megjelent. A radiojelzett cCNGRC a patkanyok fibroblasztjait és gyulladasos sejtjeit
célozta, melyek a myocardialis ischaemia és ezt kovetd reperfuzios folyamatban vesznek részt
(Schreiber és mtsai., 2018; Tillmans és mtsai., 2015; Shao és mtsai., 2014a). Az infarktusos
myocardiumot dual- izotop SPECT képalkotassal is lathatova tették, In-DTPA-cCNGRC

és PMTc-sestamibi felhasznalasaval. A cCCNGRC-rel valo in vivo képalkotas két akadalyba is
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itkozik: az egyik, hogy a ciklikus szerkezeten beliil a diszulfid hidak biodegradacion mennek
keresztlil, a masodik pedig az arginin spontan deamidacidja. A diszulfid hidak
az els6 az cKNGRE, a masodik pedig a coNGR volt (Schreiber és mtsai., 2018; Hendrikx és
mtsai., 2017). A cCNGRC molekulahoz képest mindkét NGR szarmazek stabilabb a vérben
¢s specifikus kotodést mutattak az APN/CD13 overexpresszalt teriileteken. A coNGR magas
tracer felvételt mutatott a myocardialis infarktusos teriileten (Hendrikx és mtsai., 2017). A
masodik problémat az arginin spontan deamidacioja okozza. A cKNGRE-hez amino (NH>)
csoport konjugalasaval stabilabba valik a molekula a deamidaciéval szemben. Microarray
technikaval még egy igéretes APN/CD13-at célz6 linearis peptidszekvencidt (YEVGHRC)
sikeriilt azonositani, melyet liposzomdkba csomagolva hepatocellularis carcinomaval
transzplantalt egereken fluoreszcens képalkotasra és terapidra hasznaltak (Schreiber és mtsai.,

2018; Jia és mtsai., 2017).

Korabbi munkéankban %8Ga-al jelzett, NOTA kelatorral konjugalt cKNGRE-NH, szdrmazék
(*8Ga-NOTA-c(NGR)) in vivo és ex Vivo vizsgalatat végeztiik egészséges és vese tumoros
patkanyokon (Maté és mtsai., 2015). Az Gjonnan eldallitott APN specifikus radiotracert az
avPs integrin receptorra specifikus *8Ga-NODAGA-[c(RGD)]z-vel hasonlitottuk &ssze.
Egészséges, kontroll dllatokon valo vizsgélat soran nyilvanvalova valt az 0j tracer urogenitalis
rendszeren keresztiili iiriilése, melyet hidrofil tulajdonsagénak koszonhetiink. Szignifikdnsan
alacsony tracer felvételt tapasztaltunk a nem tumoros szervekben, kiilonésen a hasi régidban,
a %8Ga-NODAGA-[c(RGD)]2-hez képest, ami alacsony hattér és magas tumor-izom aranyt
eredményezett, ezzel javitva a képalkotds mindségét. Vizsgaltuk a tracerek eloszlasat
tumoros, Ne/De (patkény eredetii vese carcinoma) sejtekkel subcutan (bdr ald) vagy vesetok
ala transzplantalt (mely metasztazist is képezett) kisérleti allatokban. Magasabb tracer
felvételt tapasztaltunk a primer tumoros (mind a subcutan, mind pedig a vesetok ala iiltetett)
és a metasztatikus teriileteken a ®3Ga-NOTA-C(NGR) esetében, mint a *8Ga-NODAGA-
[c(RGD)].-vel. Az alkalmazott ®8Ga izotop kozel idealis fizikai tulajdonsagokkal rendelkezik,
hiszen 89%-a B*sugarzo, felezési ideje megkozelitbleg 68 perc, B+ energidja pedig 740 keV.
%8Ge/%®Ga generatorbol vald kinyerése sokkal koltséghatékonyabb, mint a ciklotronnal vald

eldallitasa.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt vegyszerek és oldatok

Radiotracerek eléallitdsdhoz hasznilt vegyszerek:

NODAGA-[c(RGD)]. (ABX GmBH, Radeberg, Németorszag)

p-SCN-Bn-NOTA (Macrocyclics, An Orano Med Company, Texas, Amerikai
Egyesiilt Allamok)

NODAGA-NHS-észter (CheMatech, Dijon, Franciaorszag)

p-SCN-Bn-NODAGA (CheMatech, Dijon, Franciaorszag)

ultra tiszta HCI, 30%-o0s (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)

ultra tiszta viz (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok)
ultra tiszta NaOAc (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok)
OASIS® HLB (30mg) Light oszlop (Waters, Milford, Massachusetts, Amerikai
Egyesiilt Allamok)

Dimetil-formamid (DMF) (VWR International Kft., Debrecen, Magyarorszag)
Dimetil-szulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt
Allamok)

Acetonitril (VWR International Kft., Debrecen, Magyarorszag)

ESI-MS MS (Shimadzu LCMS IT-TOF Mass Spectrometer, Shimadzu Corp., Tokyo,
Japan)

KNAUER HPLC (KNAUER Wissenschaftliche Gerdte GmbH, Berlin, Németorszag)
68Ge/%®Ga-generator Obninsk (Cyclotron Co., Obninsk, Oroszorszag)

Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18 oszlop (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag)

1,4,7,10-Tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraecetsav [DOTA] (ChemaTech, Dijon,
Franciaorszag)

%8Ge/*®Ga-generator ITG (ITM Isotopen Technologien Miinchen AG, Miinchen,
Németorszag)

Luna C18 10 um (250 x 10 mm) oszlop (Phemomenex Inc., Torrance, California,
Amerikai Egyesiilt Allamok)

SepPak® C18 plus oszlop (Waters, Milford, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt
Allamok)
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e Minden mas felhasznalt reagens a Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, Amerikai

Egyesiilt Allamok) termékei

Sejttenyésztéshez hasznalt vegyszerek:

Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) termékei:

e DMEM (Gibco™ DMEM, high glucose, GlutaMAX™ Supplement, pyruvate),
IMDM (Gibco™ IMDM, GlutaMAX™ Supplement)

e FBS (Gibco™ Fetal Bovine Serum, qualified, Brazilia)

e Antibiotikum-antimikotikum oldat (Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (100X))

e MEM nem esszencialis aminosav oldat (Gibco™ MEM Non-Essential Amino
Acids Solution (100X))
e MEM vitamin oldat (Gibco™ MEM Vitamin Solution (100X))

Allatok kezelésére hasznélt vegyszerek:

e Actinonin (Item No. 16605, Cayman Chemical Company, VWR Kft., Debrecen,
Magyarorszag)

e Bestatin (Item No. 70520, Cayman Chemical Company, VWR Kft., Debrecen,
Magyarorszag)

Allatok altatdsahoz hasznélt altatészer: Forane® oldat inhalacios géz képzéséhez; AbbVie
Inc., Chicago, Amerikai Egyesiilt Allamok

Western blot vizsgilatnl hasznilt vegyszerek:

e TissueLyser Il (QIAGEN) lizis puffer Gsszetétele

e RIPA puffer dsszetétele: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% TritonX
100, 0,5% natrium deoxikolat, 1 mM EDTA, 1 mM NasVO4, 1 mM NaF, 1 mM
PMSF, proteaz inhibitor koktél

e cgér anti patkany CD13 antitest (sc-136484, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, Amerikai Egyesiilt Allamok)

e cgér-anti human Integrin avfs antitest (sc-7312, Santa-Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, Amerikai Egyesiilt Allamok)

e |gG-HRP-vel konjugalt masodlagos antitest (Cell Signaling Technology,
Beverly, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok)
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Immunhisztokémiai vizsgalatokhoz hasznalt vegyszerek:

e cgér-anti patkany CD13 primer antitest (Sc-136484, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, Amerikai Egyesiilt Allamok)

e detektald rendszer: Super Sensitive™ One Step Polymer HRP-IHC Detection

System; BioGenex Fremont, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok
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3.2 Radiofarmakonok eldallitasa

3.2.1 ANODAGA-[c(RGD)]2, NOTA-c(NGR), NODAGA-c(NGR), NODAGA-c[CH2-CO-
Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH2 és NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-
NH: prekurzorok eléallitasa

A kereskedelmi forgalomban kaphaté NODAGA-[c(RGD)]. kelatorral konjugalt
peptid-szarmazékot az ABX GmbH-tol (Radeberg, Németorszag) szereztiink be, tovabbi

tisztitas nélkiil alkalmaztuk a ®8Ga-al torténd jeldlések soran.

Az MTA-ELTE peptidkémiai munkacsoport tagjai, Prof. Dr. Mez6 Gabor és Dr. Enyedi Kata
Nora végezték a C[KNGRE]-NH>, c[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH és ¢[CH2-CO-
Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NH. peptidek eldallitasat. A peptidek kelatorral valo

konjugélési sémajat a 2. dbra mutatja.

Kevertetés 24
ordan keresztiil

!

] / HPLC-s tisztitis

. S— 1

|
Liofilizalas

Peptid + Keliator Oldott peptid +
oldoszer + oldott kelator l
oldoszer egyesitése

Szerkezetazonositas
ESI-MS-sel

2. abra: Peptidek kelatorral valo konjugaldsi semdja

A c[KNGRE]-NH: peptidet p-SCN-Bn-NOTA (Macrocyclics, An Orano Med Company,
Texas, Amerikai Egyesiilt Allamok) kelatorral konjugaltuk. 6,2 mg (12 pmol) c[KNGRE]-
NH peptidet 0,9 ml Na,COs; (0,1 mol/dm®) pufferben (pH=8,42) oldottunk. A NOTA
kelatorbol 5,4 mg-ot (9,6 pmol) 0,1 ml DMSO-ban oldottunk, majd a két oldott anyagot egy
reakcioedényben egyesitettiik. A reakciot 24 6rdig szobahdmérsékleten kevertettiik, ezutan

feldolgoztuk.
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A c[KNGRE]-NH2 peptidet egy NODAGA-NHS-észter-rel (CheMatech, Dijon,
Franciaorszag) is konjugaltuk. Ennek soran 5 mg (8,6 umol) ¢[KNGRE]-NH: peptidet
oldottunk 0,9 ml 0,1 mol/dm® Na,COs pufferben (pH=8,42), majd hozziadtuk a 0,1 ml
DMSO-ban oldott 7,5 mg (10,2 umol) NODAGA-NHS-észtert. A  reakciot

szobahdmérsékleten 24 oran keresztiil kevertettiik, majd feldolgoztuk.

A NODAGA-c[CH,-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH: vegyiilet eléallitasanal 5 mg (8 pmol)
c[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH, peptidet 0,9 ml 0,1 mol/dm® Na,COs pufferben
(pH=8,42) oldottunk. Majd hozzaadtuk a peptidhez a 0,1 ml DMSO-ban feloldott 4,6 mg (8,8
umol) p-SCN-Bn-NODAGA (CheMatech, Dijon, Franciaorszag) kelatort. A reakcidelegyet

szobahOmérsékleten kevertettiik 24 6ran keresztil.

A NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NHz vegyiilet esetében, 6 mg (9,3
umol) c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NH: peptidet 0,9 ml 0,1 mol/dm® Na,COs
pufferben (pH=8,42) feloldottunk majd hozzaadtuk a 0,1 ml DMSO-ban oldott 5,3 mg (10,2
umol) kelatort (p-SCN-Bn-NODAGA) és 24 oran at szobahdmérsékleten kevertettiik.

A négy kiilonb6z0 reakcidelegyet (1. tdblazat) 24 6ran at szobahdmérsékleten kevertettiik. A
reakciok végbemenetele utan kapott NOTA-c(NGR), NODAGA-c(NGR), NODAGA-c[CH>-
CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH2 és NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-
NH2 prekurzorokat szemi-preparativ HPLC segitségével tisztitottuk, majd az Gsszegyljtott
frakciokat liofilizaltuk. Ezt kovette a szerkezetazonositas, melyhez ESI-MS-t (Shimadzu
LCMS IT-TOF Mass Spectrometer, Shimadzu Corp., Tokyo, Japan) alkalmaztunk.

3.2.2 A DOTA-Nitroimidazol prekurzor eléallitasa

A 2-nitro-imidazol (1,55 g, 13,7 mmol) és a dimetil-formamidban (20 ml) oldott terc-
butil-2-bromoetilkarbamat (4,2 g, 18,8 mmol) keverékéhez natrium jodidot (0,2 g, 1,36 mmol)
és kalium karbonatot (3,79 g, 27,4 mmol) adtunk szobahdémérsékleten. 4 napig kevertettiik,
majd etil- acetattal higitottuk és vizzel mostuk. A szerves fazist (terc-N-butil 2-(2-
nitroimidazolil) etilkarbamat) szeparaltuk €s szaritva taroltuk.

Az 1 ml diklormetanban oldott terc-N-butil 2-(2-nitroimidazolil) etilkarbamat-hoz (8,2 mg,
0,032 mmol) 1ml trifluor-ecetsavat adtunk szobahomérsékleten. Egy éjszakan at torténd
kevertetés utan az elegyet koncentraltuk. A kapott vegyiilet (0,032 mmol) és a dimetil-
formamidban (0,5 ml) és vizben (0,5 ml) oldott DOTA kelator (13 mg, 0,032 mmol) elegyéhez

100 pl-ben oldott DCC-t (6,6 mg, 0,032 mmol) adtunk szobahdmérsékleten. Egy éjszakan at
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kevertettiik, majd szlrtiik és beparoltuk. A nyers terméket preparativ RP-HPLC-vel tisztitva

megkaptuk a DOTA-Nitroimidazol prekurzort.

1.tablazat: Alkalmazott peptidek és kelatorok megnevezései és mennyiségei

Peptid- .
. . P . Kelator
Peptid- szarmazék .
. . . . . . oldasara
szarmazék oldasara Kelator tipusa .
Prekurzor neve . . , . . hasznalt
neve €s hasznalt és mennyisége . .
s . . oldoszer és
mennyisége  oldoszer és s
mennyisége

mennyisége

NODAGA-[c(RGD)]2

A prekurzor kereskedelmi forgalomban kaphato

N8.2C03 (0,9

c[KNGRE]- ol p-SCN-Bn-
NOTA-c(NGR) NH; (6,2 mg; ol NOTA (5,4  DMSO (0,1 ml)
12 pmol) pH=8,42’) mg;9,6 umol)
c[KNGRE]- Naﬁﬁ,og (10’9 NODAGA-NHS-
NODAGA-c(NGR) NH2 (5 mg; 8,6 mOI’/dr’n3' észter (7,5 mg; DMSO (0,1 ml)
pmol) pH:8,42)’ 10,2 pmol)
NODAGA-C[CHz-CO-  AICHZCO - MeCOs (09 sepy .
Lys-Asn-Gly-Arg- y y »he NODAGA (46  DMSO (0,1 ml)
Cvsl-NH Arg-Cys]-NH. mol/dm?; ma: 8.8 1
ys]-NHo (5mg; 8 umol)  pH:8,42) g; 8,8 pumol)
[CH,-CO-Lys-
NODAGA-C[CH2-CO- (G;a ] Naﬁﬁ?g (10’9 p-SCN-Bn-
Lys-Asn-N(Me)Gly- y 0 NODAGA (5,3  DMSO (0,1 ml)
Arg-Cys]-NH; mol/dm?; .
Arg-Cys]-NH: (6 mg; 9.3 pH:842) MY 102 pmol)
umol)

3.2.3 A prekurzorok tisztitasa

A kelatorral konjugalt peptid-szarmazékok tisztitasat KNAUER HPLC rendszeren
szemi-preparativ koriilmények kozott végeztiik Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18
oszlop (150 x 10 mm; szemcseméret: 10 pm) felhasznalasaval, 4 ml/perc aramlasi
sebességgel. Egy rovid izokratikus szakasz utan (4 perc) gradiens eluciot alkalmaztunk (4 perc
5% ,,B”; 25 perc 65% ,,B”). Az ,,A” eluens osszetétele: viz, 0,1% trifluor-ecetsav (TFA), a
,,B” eluens 0,1%TFA MeCN-viz 95:5 (v/v) aranyu elegye, a detektalas UV detektorral 220

nm-en tortént.

A DOTA-Nitroimidazol tisztitasat szemipreparativ RP-HPLC-n végeztiik Luna C18 10
pm (250 x 10 mm) oszlopon, 5 ml/perc aramlasi sebességgel. Az ,,A” eluens 1% HCOOH,
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,,B” eluens: acetonitril volt. Gradiens profil: 0 perc 100% ,,A”, 2 perc 100% ,,A”, 32 perc
100% ,,B”, 40 perc 100% ,,B” 40,1 perc: 100% ,,A”.

3.2.4 A prekurzorok radiojeldlése *8Ga-al

A NODAGA-[c(RGD)]2, NOTA-c(NGR), NODAGA-c(NGR), NODAGA-c[CH,-CO-
Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NHz és a NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NH>
vegyiiletek radiojeldlése %®Ga-al Maté és munkatarsai (2015) modszere alapjan tortént. A
radiojeldlések sordn Obninsk tipusu °®Ge/®®Ga-generatorokat haszniltunk. A generator
elualasa 5 ml HCI-al (0,1 mol/dm3) tortént, frakcionalt eluciot alkalmaztunk, amely soran az
aktivitas koncentraciora legtoményebb részét gyljtottikk az eluatumnak. A 0,8-2,0 ml kozotti
frakciot hasznaltuk fel a tovabbiakban. Az Eppendorf tesztcsébe gytijtott 1,2 ml 8GaCls
oldatbol 1 ml-t mértiink 4t egy tiszta Eppendorf csdbe pufferelés (NaOAc-tal [1 mol/dm?, 160
ul]) céljabol. A jelolések 4,0-4,1 pH-an zajlottak. Ezutan a peptid-prekurzorokat (NODAGA-
[c(RGD)]2, NOTA-c(NGR), NODAGA-c(NGR), NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-
Cys]-NHa, NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NHy) tartalmazo
torzsoldatbol (3 mmol/dm?®) 5 ul-t adtunk a reakcidedénybe, majd 95°C-on, 5 percig, keverés
nélkiil inkubaltuk Oket. Az 5 perces, optimalizalt reakcioidé letelte utan a tisztitasi-
formulazasi 1épés kovetkezett. A reakcioelegyet egy OASIS® HLB (30 mg) Light oszlopra
vittiik fel (az oszlopot a mérések el6tt aktivaltuk 5 ml 96%-0s EtOH-al, majd 10 ml vizzel
mostuk), majd 2 ml vizzel mostuk az oszlopot. A %8Ga-al radiojeldlt vegyiileteket (®Ga-
NODAGA-[c(RGD)]2, ®®Ga.NOTA-c(NGR), %Ga-NODAGA-c(NGR), %Ga- NODAGA-
C[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH; és $Ga-NODAGA-c[CH,-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-
Arg-Cys]-NH>) 0,2 ml izotonias s6oldat/96% EtOH 2:1 aranyt oldatanak segitségével nyertiik

vissza az oszloprol. Utolso 1épésként az elkésziilt oldatokat sterilre sziirtiik.

A DOTA-Nitroimidazol radiojeldlése soran az ITG %Ge/%®Ga generatort 0,1 M HCl-al
elualtuk, majd Eppard és munkatarsai (2014) altal leirt protokoll szerint jartunk el. Roviden,
a ®Ga-ot egy kation cserélé gyantan (Strata SCX) megkéotottiik és mostuk 1ml etanol és viz
8:2 aranyu elegyében oldott 0,15 M HCl-al. A tisztitott ®Ga-ot 9:1 aranyu etanol és viz
elegyében (3x100 ul) oldott 0,9 M HCl-al elualtuk. 100 pl-t atpipettaztunk egy Eppendorf
cs6be, majd 60 ul NaOAc puffert (3M, 4 pH), 40 ul 5%-0s NaOH-t és 40 ul DOTA-NI vizes
oldatat (1 mg/ml) adtunk hozza. A jeldlési reakcido 95°C-on 15 perc alatt ment végbe. A
reakcioido eltelte utan a reakcioelegyet 1 ml vizzel higitottuk €s 5 ml etanollal és 10 ml vizzel

prekondicionalt SPE oszlopra (SepPak® C18 plus) vittiik fel. Az oszlopot 1 ml vizzel
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tisztitottuk, majd a jelolt vegytiletet 1:1 aranyu etanol és viz elegyével elualtuk. Az eludtumot

koncentraltuk és 100 ul fiziologias s6oldatban oldottuk.

3.2.5 A radiojelolt vegyliletek mindségellendrzése

A radiojeldlt vegyiiletek (®Ga-NODAGA-[c(RGD)]2, %8Ga-NOTA-c(NGR), ®Ga-
NODAGA-c(NGR), %Ga- NODAGA-C[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH. és ®Ga-
NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NHz) minéségellendrzését a fentiekben
emlitett HPLC rendszerrel és eluensekkel végeztiik. Az alkalmazott oszlop azonban eltért a
konjugatum tisztitasnal felhasznalt oszloptol: Supelco Discovery® Bio Wide Pore C18
oszlopot (250 x 4,6 mm; szemcseméret 10 um) hasznaltunk fel, 1,2 ml/perc aramlasi sebesség
mellett, melynek gradiens profilja: 0 perc 0%, 3 perc 0% ,,B”; 14 perc 40% ,,B” volt. A
radiojelolések mindségellendrzése soran radiodetektort ¢s UV detektort (254 nm) is

alkalmaztunk.

A %Ga-DOTA-Nitroimidazol minéségellenérzését radio-HPLC-vel hataroztuk meg
Luna C18 10 pm (250 x 10 mm) oszlopon. ,,A” eluens: oxalsav (0,01 M, pH 3), ,,.B” eluens:
acetonitril, aramlasi sebesség: 1 ml/perc. A gradiens profil: 0 perc 100% ,,A”, 1 perc 100%
,»A”, 10 perc 100% ,,B”, 10,1 perc 100% ,,A”.

3.2.6 Megoszlasi hanyados (LogP) és szérumstabilitas meghatarozasa

A megoszlasi hanyadost (LogP) oktanol- PBS 1:1 aranyu elegyében hataroztuk meg
kirazasos modszerrel. Ehhez 10 pl vizes fazisban 1év6 radioaktiv vegyiiletet adtunk 0,5 ml
oktanolt-t tartalmazo kémcsébe, majd hozzaadtuk a 0,5 ml PBS-t. Az egyensulyi allapot
eléréséhez erdsen Osszeraztuk az elegyet, majd 5 percig 20.000 rpm-en centrifugaltuk a
mintat. Mindkét fazisbol (vizes és oktanolos) harom parhuzamos mérést végeztiink. A
centrifugacsovek egyenként 100 ul mintat tartalmaztak, melyek radioaktivitasat kalibralt
gamma szamlalon (HEWLETT PACKARD Cobra II Autogama Gamma Counter) mértiik
meg. A logP érték az alabbi képlet alapjan kertilt meghatarozasra:

belitésszam az oktanolos fézisban]

LogP =Log10 * [

belitésszdm a PBS fazisban

1. képlet: LogP meghatdrozasi képlete
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A ®8Ga- radiojeldlt vegyiiletek kémiai stabilitas vizsgalatat PBS-ben végeztiik 95°C-on. Ehhez
50 pl radioaktiv oldatot higitottunk 0,5 ml PBS-sel, majd 95°C-ra hevitettiik. Kiilonb6z6
idépontokban (0, 30, 60, 90 és 120 perc) 25 ul mintat szartunk fel reverz fazisa HPLC-re. A
radiokémiai tisztasag meghatarozasahoz az analitikai programmal megegyezben, gradiens

eliciot hasznaltunk.

Az enzimatikus stabilitds meghatarozasahoz egy torzsoldatot készitettiink 100 ul radioaktiv
oldatb6l 1 ml PBS hozzaadasaval. 450 pul patkany szérumhoz 50 pl-t pipettaztunk a
torzsoldatbol, majd 37°C-on inkubaltuk az elegyet. Eltérd idépontokban (0, 30, 60, 90 és 120
perc) a torzsoldatbol 50 ul mintat pipettaztunk Eppendorf csébe, amihez ugyanilyen
mennyiségii hideg abszolut EtOH-t adtunk. Az iiledékek eltavolitasa céljabol 5 percig 20.000
rpm-en centrifugaltuk a mintankat, majd ezt kovetden tavolitottuk el a feliiluszot. A feliiliszot
az analitikai HPLC eluensével kihigitottuk majd a standard protokolnak megfelelden végeztiik
el az analitikai vizsgalatot. A metabolikus stabilitast a radiokémiai tisztasag felhasznalasaval

hataroztuk meg.
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3.3 Sejttenyésztés
3.3.1 Ne/De sejtek tenyésztése

A fagyasztasbol felvett Ne/De sejteket (patkany eredetii, kémiailag indukalt
mesoblastos nephroma) 12 ml DMEM (Gibco™ DMEM, high glucose, GlutaMAX™
Supplement, pyruvate; Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai
Egyesiilt Allamok) sejttenyészté folyadékban és T75-0s sejttenyésztd flaskaban (TC Flask
T75; SARSTEDT AG & Co. KG., Németorszag) tenyésztettilk. A sejttenyészté médiumot
10% FBS (Gibco™ Fetal Bovine Serum, qualified, Brazil; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) és 1% antibiotikum-antimikotikum
oldattal (Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (100X); Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) egészitettiik ki. A sejteket 37°C, 5% CO;
atmoszféraban és 95% paratartalom mellett tenyésztettiik sejttenyésztd inkubatorban (ESCO
CCL-170B-8) ¢és 2 naponta passzaltuk. Tumor indukcidra a sejtek 5. passzalasa utan kertilt
sor, ekkor a sejteket a sejttenyészto flaskabol eltavolitottuk, megszamoltuk, centrifugaltuk és
a kivant térfogatban vettiikk fel. A sejtek életképességét tripankék festéssel vizsgaltuk
mikroszkop (Olympus CH-2) alatt.

3.3.2 He/De sejtek tenyésztése

A fagyasztasbol felvett He/De sejteket (patkany eredetli, kémiailag indukalt
hepatocellalaris carcinoma) 12 ml IMDM (Gibco™ IMDM, GlutaMAX™ Supplement;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok)
sejttenyésztd folyadékban és T75-0s sejttenyésztd flaskaban tenyésztettiik. A sejttenyésztd
médiumot 10% FBS ¢és 1% antibiotikum-antimikotikum oldattal egészitettiik ki. A sejteket
37°C, 5% CO2 atmoszféraban és 95% paratartalom mellett tenyésztettiik sejttenyésztd
inkubdatorban és 2 naponta passzaltuk. Tumor indukcidra a sejtek 5. passzalasa utan kertilt sor,
ekkor a sejteket a sejttenyésztd flaskabol eltavolitottuk, megszamoltuk, centrifugéaltuk és a
kivant térfogatban vettilk fel. A sejtek ¢életképességét tripankék festéssel vizsgaltuk

mikroszkop alatt.
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3.3.3 HT1080 sejtek tenyésztése

A HT1080 sejteket (human eredetii fibrosarcoma) az ATCC-t6] szereztiik be (Virginia,
Amerikai Egyesiilt Allamok), majd a fagyasztasbol felvéve 12 ml GlutaMAX ™ DMEM
(Gibco™ DMEM, GlutaMAX™ Supplement; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) sejttenyésztd folyadékban és T75-0s
sejttenyésztd flaskdban tenyésztettik. A sejttenyésztd médiumot 10% FBS és 1%
antibiotikum-antimikotikum oldattal egészitettiik ki. A sejteket 37°C, 5% CO2 atmoszféraban
és 95% paratartalom mellett tenyésztettilk sejttenyésztd inkubdtorban és 2-3 naponta
passzaltuk. Tumor indukciora a sejtek 5. passzéalasa utan keriilt sor, ekkor a sejteket a
sejttenyésztd flaskabol eltavolitottuk, megszamoltuk, centrifugaltuk és a kivant térfogatban

vettiik fel. A sejtek életképességét tripankék festéssel vizsgaltuk mikroszkop alatt.

3.3.4 B16F10 sejtek tenyésztése

A B16F10 sejteket (egér eredetii melanotikus melanoma) az ATCC-tdl szereztiik be
(Virginia, Amerikai Egyesiilt Allamok), majd a fagyasztasbol felvéve 12 ml GlutaMAX ™
DMEM (Gibco™ DMEM, GlutaMAX™ Supplement; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) sejttenyésztd folyadékban és T75-6s
sejttenyésztd flaskdban tenyésztettik. A sejttenyésztd médiumot 10% FBS és 1%
antibiotikum-antimikotikum oldattal, valamint 1% MEM nem esszencialis aminosav oldattal
(Gibco™) és 1% MEM vitamin oldattal (Gibco™) egészitettiik ki. A sejteket 37°C, 5% CO2
atmoszféraban és 95% paratartalom mellett tenyésztettiik sejttenyészté inkubatorban és 2-3
naponta passzaltuk. Tumor indukciora a sejtek 5. passzalasa utdn keriilt sor, ekkor a sejteket
a sejttenyésztd flaskabol eltavolitottuk, megszamoltuk, centrifugéltuk és a kivant térfogatban

vettiik fel. A sejtek életképességét tripankék festéssel vizsgaltuk mikroszkop alatt.
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3.4 Kisérleti allatok

A kisérleteink elsé (tumoros n=36; kontroll n=9) és masodik (tumoros n=64; kontroll
n=12) részében felhasznalt 16 hetes him F-344 patkanyokat (Charles River; Animalab
Hungary Kft., Budapest, Magyarorszag) és kisérleteink harmadik részében felhasznalt him
10-12 hetes CB17 SCID (kezelt tumoros n=20; kezeletlen- kontroll n=10) és C57BL/6 (kezelt
tumoros n=20; kezeletlen-kontroll n=10) egereket légkondicionalt szobaban 26+2°C
hémérsékleten, 50+£10% paratartalom mellett és mesterséges 12 oras cirkadian megvilagitasi
koriilmények kozott konvencionalis allathazban tartottuk (Allathazi engedély szama: 111/6-
KAT- 2015). Az F-344 patkanyokat IVC-ZJ3 IVC rendszerben (Avidin Biotech Kft., Szeged,
Magyarorszag), LTE E-004 nyarfa alommal (Abedd; Akronom Kft., Budapest,
Magyarorszag) ellatott IVC ketrecekben, a C57BL/6 és CB17 SCID egereket Sealsafe® Blue
line IVC rendszerben (Techniplast®, Akronom Kft., Budapest, Magyarorszag), sterilzalt
kukoricacsutka granulatum alommal (REHOFIX®, Akronom Kft, Budapest, Magyarorszag)
tartottuk, sterilizalt csapvizzel ad libitum itattuk és sterilizalt szemi- szintetikus ragcsalotappal
(SDS-VRF1; Akronom Kft., Budapest, Magyarorszag) ad libitum etettiik. A kisérleteket az
Europai Unidos és a Magyarorszagi torvényeknek megfeleléen a Debreceni Egyetem

Munkahelyi Allatj6léti Bizottsaga regisztralta (8/2016/DEMAB).

3.5 Subcutan tumorok indukcidja

A him F-344 patkanyokat, illetve a him CB17 SCID vagy C57BL/6 egereket dedikalt
kisallat inhalacios altatogéppel (Tec3 Isoflurane Vaporizer; Akronom Kft., Budapest,
Magyarorszag) elaltattuk (indukcio: 3% Isofluran (Forane®; AbbVie Inc., Chicago, Illinois,
Amerikai Egyesiilt Allamok), fenntartas: 1,5% Isofluran + 0,4 I/perc Oz + 1,2 I/perc N20). A
kisérleti allatok bal vallardl a szért leborotvaltuk, majd fert6tlenités utan a patkanyok bére ala
5x10° He/De vagy Ne/De sejtet (150 pl fiziologias sdoldatban), a CB17 SCID egerek bére ala
1,5x10° HT1080 sejtet (150 pl fiziologias sdoldatban), a C57BL/6 egerek bdre ala pedig 3x10°
B16F10 sejtet (150 pl fiziologias sdoldatban) injektaltunk (3. abra).
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3. abra: Tumoros sejtszuszpenzio subcutan (bor ala) injektalasa.

3.6 Subcutan HT1080 és B16F10 tumoros egerek kezelése

A tumor indukcié napjatol (1. nap) szamitott negyedik napon a HT1080 sejtekkel
subcutan transzplantalt CB17 SCID egereket (n=30) és a B16F10 sejtekkel subcutan
transzplantalt C57BL/6 egereket (n=30) random modon harom csoportra osztottuk: kontroll,
bestatin kezelt (15 mg/kg), actinonin kezelt (5 mg/kg). A napi bestatin (150 ul Humaqua-ban
feloldva) és actinonin (el6szor 10 pl abs. EtOH-ban oldva, majd 140 pul Humaqua-val tovabb
higitva) kezeléseket a negyedik naptél kezdve 7 mnapon keresztiil injektaltuk

intraperitoneélisan.

3.7 Kisérleti allatok fajdalmanak csillapitdsa

Amennyiben az allatokon rovid ideig tartd mérsékelt fajdalom jelentkezett, ugy a

kisérlet ideje alatt oralis fajdalomcsillapitast alkalmaztunk:

DROG FAJ DOZIS GYAKORISAG
15
mg/kg/nap- 2,5 ml o
Ibuprofen Patkany ad libitum

Motrin 500 ml

vizben oldva

A fajdalomcsillapitas hatékonysagat az allatok disstresszének monitorozasa mellett

modositottuk, amennyiben

. mozgasszegény viselkedés
. étvagytalansag, tomegvesztés
. szOrzet borzoltsaga
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. hat papos tartasa

jeleit tapasztaltuk, a lentebbi protokoll szerint megnoveltiik a fajdalomcsillapitd szer

dozisat:
DROG FAJ DOZIS GYAKORISAG
30
mg/kg/nap- 5 ml o
Ibuprofen Patkany ) ad libitum
Motrin 500 ml
vizben oldva

3.8 In vivo PET ¢és PET/MRI vizsgalatok

A kisallat PET/MRI vizsgalatokra a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont teriiletén
miikod6 Scanomed Kft. Transzlacidés Kozpontjanak Preklinikai Laboratoriumaban keriilt sor.
A kisérletek elsé részében a subcutan He/De tumoros allatokat (n=27), valamint a kontroll
(egészséges) allatokat (n=9) 10,2+1,1 MBq %Ga jelzett angiogenezis (*®Ga-NODAGA-
[c(RGD)]2, %Ga-NOTA-¢(NGR)) és hypoxia (®®Ga- DOTA-Nitroimidazol) specifikus
radiotracerekkel vizsgaltuk. A tumorndvekedés kovetésére a tumorindukcidtol szamitott 10.
naptol kezdve 8Ga-NOTA-c(NGR)- rel és 8Ga- DOTA-Nitroimidazollal naponta felvéltva

vizsgaltuk a subcutan He/De tumoros é4llatokat.

A radiokémiai munkacsoport altal elGallitott két radiotracer elnevezése az in Vivo
vizsgalatokban c[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH:-r61 c(NGR) (MG1)-re, a c[CH2-CO-
Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NHz-rél pedig c¢(NGR) (MG2)-re modosul, melyekben az MG
rovidités Prof. Dr. Mez6 Gabor iranti megbecsiilésiinkre utal. A kisérletek masodik részében
him F-344 kontroll (egészséges) (n=12) és subcutan He/De és Ne/De tumoros patkanyokat
(n=40) 11«1 nappal a tumoros sejtek injektalasa utan 150 pl fiziologias sdoldatban 12,3+1,2
MBqg ®Ga-NOTA-c(NGR) vagy ®Ga-NODAGA-c(NGR) vagy %8Ga-NODAGA-c(NGR)
(MG1) vagy ®Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) radiotracerrel injektaltuk 26 G-s tiivel (Chirana,
Szlovakia) a farokvéndjukon keresztiil. Az allatokat a radiotracerek injektalasa és a vizsgalat
alatt inhalacios modszerrel (indukcid: 3% Isofluran, fenntartas: 1,5% Isofluran + 0,4 l/perc O2
+ 1,2 l/perc N20), dedikalt kisallat altatogéppel altattuk. A teljes test PET vizsgalatokat (10
perces statikus vizsgalatok) preklinikai nanoScan PET/MRI 1T (Mediso Kft.; Budapest,

Magyarorszag) késziilekkel végeztiik 90 perccel a radiotracer injektalasat kovetden. Az
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allatok mozgasanak megeldzése céljabol és az allandod testhOmérséklet fenntartdsa miatt a
patkanyokat specialis patkanyagyban vizsgaltuk (MultiCell Imaging Chamber; Mediso Kft.,
Budapest, Magyarorszag) és a FOV (Field Of View) kozéppontjaba pozicionaltuk. A szovetek
¢s szervek anatomiai lokalizacidjanak meghatarozasara T1 sulyozott MRI felvételeket

készitettiink (GRE EXT multi-FOV; TR/TE 15/2 ms; FOV 40 mm; excitaciok szama: 2).

A kisallat miniPET vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudoményi Kar
Orvosi Képalkoto Intézet Nuklearis Medicina Nem Onalld Tanszéken miikédé miniPET
berendezésen végeztiik el. A miniPET kamera 12 detektoraban LYSO (Lutécium-ytrrium-
szilikatoxid) kristalyok vannak. Minden egyes detektorban 35 x 35 darab LYSO kristaly
talalhato, a tiikristdlyok mérete egyenként 1,27 x 1,27 x 12 mm® A PET kamera axialis
latotere 48 mm nagysagu, belsd korgytirijének atmérdje 211 mm, a kdzponti felbontasa pedig

1,4 mm. A kamera agya szoftverek segitségével mozgathat6 (Lajtos és mtsai., 2013).

Kisérleteink harmadik részében a tumoros (subcutan HT1080 és B16F10) allatokat a tumor
indukciojat kovetd 6. és 11. napon, Isoflurdn inhaldcidos moddszerrel, dedikalt kisallat
inhalacios altatogéppel elaltattuk. Ezt kovetoen az allatok farokvéndjan keresztiil 26 G-s tlivel
150 pl térfogatban, Salsol-Etanol 2:1 aranyt oldatban 5,5+0,2 MBq ®®Ga-NODAGA-c(NGR)
radiotracert injektaltunk. A 90 perc inkubdlasi id6 letelte utdn 20 perces statikus PET

felvételeket készitettiink a tumoros teriiletr6l.

A vizsgalatsorozatok egyszertisitett folyamatait a 4. szamu abra tartalmazza.
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4. abra: A vizsgalatsorozatok folyamatabrdja.
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3.9 PET vizsgalatokbdl szdrmazo adatok feldolgozésa

A PET/MRI vizsgalatokbodl szarmazo PET adatok rekonstrukciojat 3 dimenzids iterativ
(3D-OSEM) algoritmussal (Tera-Tomo; Mediso Kft., Budapest, Magyarorszag) végeztiik. A
PET és az MRI képek automatikusan regisztralasra keriiltek a PET/MRI késziilék akvizicios
szoftvere (Nucline) altal. A rekonstrualt, reorientalt és regisztralt képeket az InterView™

FUSION (Mediso Kft., Budapest, Magyarorszag) képelemz6 szoftverrel elemeztiik.

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

képeket BrainCAD képelemzd programmal értékeltiik ki.
A képek elemzése soran a tumorok radiotracer felvételének meghatarozasahoz a SUV és T/M

SUVmean értékek meghatarozasa alapvetd fontossagu.

beadott dézis [MBq]
allat sulya[g]

SUV=VOI — n beliili aktivitas koncentraci6[MBq/ml]/

2. képlet: Standardizalt felvételi értek (SUV) keplete

A SUV egy szemikvantitativ érték, melynek értéke 1 lenne, ha egyenletesen oszlana meg a
szervezetben az adott radiofarmakon. A T/M (SUVmean) érték meghatdrozasanal a tumor
SUVmean (VOI-n beliili atlagos SUV érték) értékét elosztjuk a hattérként hasznalt izom
SUVmean értékével. Igy megtudjuk, hogy a tumor hanyszor annyi radiofarmakont vesz fel,
mint a hattérként hasznalt izom. A T/M (SUVmean) érték kiszamitasat Excel tablazat
segitségével végeztiik. A SUV érték kiszamitasahoz sziikséges VOI-k felrajzolasa a miniPET
vizsgalatoknal BrainCAD képelemzd programmal, a PET/MRI vizsgéalatoknal az InterView™
FUSION multi-modal visualization and evaluation software (Mediso Kft.,, Budapest,
Magyarorszag) alkalmazasaval tortént. A tumor hatarok és a hattérként hasznalt izom
korberajzolasaval minden egyes szeleten megkaptuk a haromdimenzios VOI-kat. A VOI-k
alapjan a képelemz06 programok kiszdmoltdk a minimum, maximum és atlagos SUV értékeket,
a standard deviaciot és a szeleteken berajzolt teriiletekbdl szarmazo térfogatot. Az adatok

Osszerendezéséhez Microsoft Excel tablazatkezeld programot hasznaltunk.
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3.10 Blokkolési vizsgalatok

A blokkolasi vizsgalatok soran 200 pg jeldletlen, kelatorral konjugalt peptidet (NOTA-
C(NGR) (kisérletek els6 része) vagy c(NGR) molekulat (kisérletek masodik része)
injektaltunk 100 pl fiziologias sooldatban a subcutan He/De (kisérletek elsé részében n=9,
masodik részében n=12) és/vagy Ne/De (kisérletek masodik részében n=12) tumoros allatok
lateralis farokvénajan keresztiil 5 perccel a radiojelolt molekula injektalasa elétt. 90 perc
inkubalasi 1dot kovetden az allatokat elaltattuk és PET/MRI vizsgalatokat végeztiink a
korabbiakban (3.7-es bekezdés) leirtaknak megfelelden.

3.11 Ex vivo szervi megoszlasos vizsgalatok

A kisérletek elso részében a kontroll (egészséges) és subcutan He/De tumoros kisérleti
allatokat a daganatok beiiltetése utdn 941 nappal (kis méretli tumor, n=3), 12+1 nappal
(kdzepes méretli tumor, n=3) és 15+1 nappal (nagy méretii tumor, n=3), a ®¥Ga-NODAGA-
[c(RGD)]2, %8Ga-NOTA-c(NGR) és %8Ga- DOTA-Nitroimidazol radiotracerekkel végzett
PET/MRI vizsgalatok utdn talaltattuk. A kisérletek masodik szakaszaban a %8Ga-NOTA-
c(NGR) vagy %®Ga-NODAGA-c(NGR) vagy ®8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) vagy %¢Ga-
NODAGA-c(NGR) (MG2)-vel végzett PET/MRI képalkotas utan, a tumor indukalasa utan
11+1 nappal a He/De és Ne/De tumoros (n=64) és kontroll (n=12) allatokat talaltattuk. A
kisérletek harmadik etapjaban a kontroll és kezelt HT1080 (n=30) és B16F10 (n=30) tumoros
allatokat a ®®Ga-NODAGA-c(NGR)-rel végzett PET vizsgalatok utin és a tumorindukciot
kovetd 12+1 napon talaltattuk. Ezt kdvetden az allatok hasiiregét, valamint a melliiregét
megnyitottuk és a szivbol vérmintat vettiink. Aprod darabokat tavolitottunk el a majbol, 1épbdl,
vesékbol, gyomorbol, vékony- és vastaghélbol, izombdl, tiidébol, szivbol, zsirbol és tumorbdl.
A mintdk tomegét analitikai mérlegen (Ohaus Explorer; Spektrum 3D Kft., Debrecen,
Magyarorszag) ¢s radioaktivitasat kalibralt gamma-szamlaloval (HEWLETT PACKARD
Cobra Il Autogama Gamma Counter) — lemértiik, és az értékeket 1D%/g-ban fejeztiik ki

Microsoft Excel szoftver segitségével.

radioaktivitas|[MBq] ( 1 ) +100
teljes injektalt d6zis[MBq]

ID%/g:<

szovet[g]

3. keplet: ID%/g képlete
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3.12 Western blot analizis

A fagyasztott szovetmintakat folyékony nitrogén alatt porlasztottuk dérzsmozsarban, a
kapott port TissueLyser Il (QIAGEN) lizis pufferben feloldottuk. Ezt kovetden a sejteket
RIPA pufferben (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% TritonX 100, 0,5% nétrium
deoxikolat, ] mM EDTA, 1 mM NazVOs, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, proteaz inhibitor koktél)
lizéltuk. A szovet homogenizacidjat kovetden a mintainkban fehérjét izolaltunk. A fehérje
mintakat (10-40 pg) 10% SDS poliakrilamid gélen szeparaltuk, majd nitrocellul6z membranra
elektrotranszferdltuk. Az 1 6ran 4 TBST tartalmii 5% BSA-val valé blokkolas utan a
membranokat primer antitesttel (higitas: 1:1000; egér- anti patkany CD13 (sc-136484) és
egér-anti human Integrin avfs (sc-7312) antitestek [Santa-Cruz Biotechnology Inc. Amerikai
Egyesiilt Allamok]) inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on. Egyszeri TBST oldattal valo mosas
utdn, a membranokhoz IgG-HRP-vel konjugalt mésodlagos antitestet (Cell Signaling
Technology, Inc. Beverly, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok, higitas: 1:2000)
adtunk. A kotéseket felerdsitett kemolumineszcens reakcioval (SuperSignal West Pico
Solutions, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, Amerikai Egyesiilt Allamok) tettiik

lathatova. Loading kontrolként B-actint hasznaltunk.

3.13 Immunhisztokémiai vizsgélatok

A tumoros allatok boncolasat kovetéen a tumor mintdk kiszadradasat megelézendo,
fiziologias sooldattal atitatott gézlapokba csomagoltuk a mintakat. Ezt kovetéen a tumor
mintakat folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd 6 pm vastag metszeteket készitettiink
kriosztattal (SHANDON CRYOTOME®; Thermo Scientific, Egyesiilt Kiralysag). Az
elkésziilt metszeteket 10%-os pufferezett neutralis formalinban fixaltuk. A fixalé kimosasat
kovettek az immunhisztokémiai reakciok, melynek elsé 1épése sordn a metszeteket pH6-0s
citrat pufferben tartuk fel. Ezt kovette az egér-anti patkdny CD13 primer antitesttel (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, Amerikai Egyesiilt Allamok) torténé inkubalas 1:50
higitasban 35 percig. A detektald rendszer (Super Sensitive™ One Step Polymer HRP-IHC
Detection System; BioGenex Fremont, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) HRP polimer
(masodlagos antitesthez konjugalt tormaperoxidaz) és kromogénjeként hasznalt DAB (3,3
Diaminobenzidin) alapt volt. Ennek soran a tormaperoxidaz polimerrel 15 percig inkubaltuk
a mintdkat, majd PBS (Phosphate Buffered Saline) pufferrel mostuk. Az eldhivas
mikroszkopos (mikroszkép: Olympus B72) kontroll mellett tortént DAB kromogén
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felhasznalasaval. Csapvizes mosassal allitottuk le a reakcidt, melyet a magfestés, viztelenités
¢és fedés kovetett. Pozitiv kontrollként az allatokbol kipreparalt vese mintat hasznaltuk fel,
negativ kontrollként a primer antitest nélkiili reakcié eredménye szolgalt. A metszetek
kiértékelését 20-szoros nagyitasban, Olympus DP72 kameraval ellatott Olympus B72

mikroszkop alatt Twain Driver Ver 03.01 Image Analyzer szoftver segitségével végeztiik.
3.14 Statisztikai analizis

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

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

4.1 Radiokémiai jelolések eredményei

A kelatorral konjugalt peptidek és nitroimidazol szintézisei minden esetben sikeresen
lezajlottak. A %8Ga-al valo jeldlés 15-20 perc alatt végbement. A formulazasi 1épés utdn
meghatarozott radiokémiai tisztasag minden esetben nagyobb volt, mint 95%. A radiotracerek
molaris aktivitasai 5,49 és 7,36 GBqg/umol kozottiek voltak. Az eldallitott radiofarmakonok

szerkezeti képletei a 5. dbran lathatdak.
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5. dbra: Az eléallitott radiofarmakonok szerkezeti képletei.®®Ga-NODAGA-[c(RGD)]z (A),
8Ga-DOTA-Nitroimidazol (B), ®Ga-NOTA-c(NGR) (C), %8Ga-NODAGA-c(NGR) (D), ®#Ga-
NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH: (E), ®*Ga- NODAGA-c[CH,-CO-Lys-Asn-

N(Me)Gly-Arg-Cys]-NH: (F)
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4.2 Az alkalmazott radiotracerek megoszlasi hanyadosai (LogP) és szérumstabilitasi
eredményeli

A 8Ga-NODAGA-[c(RGD)]z LogP értéke -4,05+0,12 (Pohle és mtsai., 2012), a %Ga-
NOTA-c(NGR) LogP értéke -2,77+0,12 (Maté és mtsai., 2015), a %8Ga-NODAGA-c(NGR)
megoszlasi hanyadosa -4,07+0,13 volt. A %Ga-NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-
Cys]-NH; radiotracer megoszlasi hanyadosa (LogP érték) -2,33+0,14, mig a N-metil-glicin
tartalmi  analogjanak  (®3Ga-NODAGA-C[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NH>)
megoszlasi hanyadosa -2,29+0,13 volt. A ®Ga-DOTA-nitroimidazol LogP értéke -3,50+0,18
volt. A kapott LogP értékek a tracerek hidrofil jellegére utalnak. A vizsgalt radiotracerek

megoszlasi hanyadosait a 2. szamu tablazat tartalmazza.

2. tablazat: Radiotracerek LogP értékei

Radiotracer

. LogP érték
megnevezese
8Ga-NODAGA-
-4,05+
[(RGD)]: 4,05+0,12
68Ga-NOTA-c(NGR) -2,77+0,12
8Ga-NODAGA-
¢(NGR) -4,07+0,13
8Ga-NODAGA-c[CH2-
CO-Lys-Asn-Gly-Arg- -2,33+0,14
Cys]-NH:
68Ga-NODAGA-c[CH2-
CO-Lys-Asn-
N(Me)Gly-Arg-Cys]- -2,29+0,13
NH:2
8Ga-DOTA-
Nitroimidazol -3,5020,18

Mindegyik analdég emelt homérsékleten (95°C), 7,4-es pH-n PBS-ben stabilnak (<90%)
bizonyult 120 perc letelte utan is. Az eredeti szerkezet felbomlasa patkany szérumban volt a
legkifejezettebb a %8Ga-NODAGA-c[CH,-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys]-NH, és a ®Ga-
NODAGA-c[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NHz2 esetében, ahol a kiilonb6zo
idépontokban mért radiokémiai tisztasag 100%, 86,75%, 73,4%, 61,11%, 55,42% ¢és 100%,
92,45%, 84,47%, 78,32%, és 75,42% volt. Ezek az eredmények az emlitett két radiotracer
mérsékelt vérbeli stabilitdsat mutatjak, de egyértelmiien jelzi az Asn deamidaciotol védd N-

metilalas pozitiv hatasat.
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4.3 Subcutan He/De tumoros patkanyok angiogenezisének €s hypoxiajanak in vivo és
ex Vvivo vizsgalata

4.3.1 %Ga-NODAGA-[c(RGD)].-vel végzett in vivo vizsgalati eredmények

A He/De tumorral subcutan transzplantalt F-344 patkanyokban a He/De tumor oavfs
receptor expresszio vizsgalatahoz ®8Ga-NODAGA-[c(RGD)]z-t injektaltunk az Aallatok
farokvéndjaba, majd 90 perc inkubalasi id6 utan PET/MRI képalkotast végeztiink. A subcutan
He/De tumorok azonosithatdak voltak a bomlas korrigalt PET képeken, ahol a SUVmean és
SUVmax értékek 0,42+0,09, valamint 0,93+0,09 voltak (6. abra). Tovabba, a %8Ga-
NODAGA-[c(RGD)]2-vel heterogén tumorszerkezetet detektalhattunk. A kvantitativ SUV
analizis soran meghataroztuk az avid teriiletek SUVmean és SUVmax értékeit, melyek
0,60+0,08 és 1,15+0,11 voltak. A SUV értékek megkozelitdleg kétszer magasabbak voltak az
avid régiokban, mint a nem avid régidkban, ahol a SUVmean érték 0,25+0,05, a SUVmax
értek pedig 0,48+0,07 volt. Az avid és nem avid teriiletek kozotti kiilonbséget szignifikansnak
(p<0,01) talaltuk (6. abra/D).

m Teljes tumor
@ Avid régio
o Nem avid régio

-~

il

SUVmean SUVmax

6. abra: avfs expresszio vizsgalata subcutan transzplantalt He/De tumoros F-344
patkanyokban *8Ga-NODAGA-[c(RGD)]2 felhasznaldsaval. Subcutan He/De tumorokrol
keésziilt reprezentativ corondalis (A) és axialis (B, C) PET/MRI felvételek 13 nappal a tumor
indukciot és 90 perccel a ®8Ga-NODAGA-[c(RGD)]z injektaldsat kovetGen. Fehér nyilak:
avps integrin receptor pozitiv (avid) régiok, sarga nyilak: nem avid régiok. D: heterogén

He/De tumorok (n=10) kvantitativ PET/MRI vizsgalata. Szignifikancia szint: p<0,01(**).
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4.3.2 %Ga- NOTA-c(NGR)-rel végzett in vivo vizsgalati eredmények

90 perccel a %Ga-NOTA-c(NGR) intravénas injektalasa utan PET/MR képalkotast
végeztiink. A PET képek elemzése soran azt talaltuk, hogy a teljes tumorban a SUVmean ¢és
SUVmax értékek 0,42+0,04 és 1,69+0,13 voltak (7. abra/D). A bomléskorrigalt PET képek
kvantitativ és kvalitativ analizise soran heterogén radiotracer felvételt tapasztaltunk a
subcutan transzplantalt He/De tumorban. Jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk a tumorok
radiotracer halmozasadban a kvalitativ vizsgalatok soran (7. abra), ezt a heterogenitast a
kvantitativ vizsgalatokbol szarmazé SUV értékek is alatdmasztottdk. Ennek fényében CD13
avid (+, radiotracert halmozo) és nem avid (-, radiotracert nem halmozo) teriileteket tudtunk
vizudlisan megkiilonboztetni, ahol a SUVmean és SUVmax értékek 0,14+0,04 és 0,18+0,07
volt a nem avid (CD13 negativ) teriileteken, mig az avid (CD13 pozitiv) teriileten ezek az
értékek 0,83+0,08 és 1,79+0,15 voltak. Az avid és nem avid teriiletek SUV értékei kozotti
kiilonbségek szignifikansak (p<0,01) voltak.

- ey
2.0 m Teljes tumor
@ Avid régio
o Nem avid régio
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o 1.0 =
0.5
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7. dbra: APN/CD13 receptort expresszalo subcutan He/De tumorok in vivo PET/MRI
képalkotasa. Reprezentativ coronalis (A) és axialis (B, C) PET/MRI felvételek 13 nappal a
He/De tumor transzplantaciojat és 90 perccel a ¥Ga-NOTA-c(NGR) injektdlasat kovetden.

Fehér nyilak: CDI3 pozitiv, avid régiok, sarga nyilak: nem avid régiok. D: a heterogén
He/De tumorok (n=10) kvalitativ képanalizise. Szignifikancia szint: p<0,01(**).

A  %Ga-NOTA-c(NGR) APN/CD13 specificitisat blokkolasi  vizsgalatokkal is

alatamasztottuk in vivo PET képalkotas segitségével. A blokkolasi vizsgalatok soran 200 ng

(a jelolt peptid kb. 100x-a) jeloletlen, kelatorral konjugalt NGR szarmazékot (NOTA-

¢(NGR)) injektaltunk a kisérleti allatokba a radiojeldlt, ®®Ga-NOTA-c(NGR) injektélasa elétt.

A %8Ga-NOTA-c(NGR) halmozisa a He/De tumorokban csokkent a korabban injektalt
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jeloletlen, kelatorral konjugalt peptidnek koszonhet6en (8. abra/B). A SUV értékek kvantitativ
elemzése soran szignifikansan alacsonyabb SUVmean (0,04+0,01), SUVmax (0,05+0,01),
T/M SUVmean (2,14+0,89) és T/M SUVmax (3,45+1,11) értékeket tapasztaltunk a hideg,
jeloletlen peptid adasat kovetden. Az alapvizsgalatoknal, ahol csak a radiojeldlt, 8Ga-NOTA-
C(NGR) keriilt injektalasra, a T/M SUVmean és T/M SUVmax értékek 11,23+1,15 és
12,46+1,47 voltak (8. 4bra/C). Ezek az eredmények igazoljak a %8Ga-NOTA-c(NGR)
APN/CD13 specificitasat.

Suv
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8. abra: Reprezentativ bomldskorrigalt axialis PET/MRI képek subcutan transzplantalt
He/De tumoros (piros nyilak) patkanyokrél 90 perccel a ®®*Ga-NOTA-c(NGR) injektdlasat
kovetéen. A: alap, B: NOTA-c(NGR)-rel blokkolt, C: %8Ga-NOTA-c(NGR)-rel vizsgalt
subcutan He/De tumoros patkanyok (n=5/csoport) PET felvételeibol szarmazo SUV értékek

kvantitativ analizise. T/M: tumor-izom arany. Szignifikancia szint: p<0,01(**).
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4.3.3 *8Ga-DOTA-Nitroimidazollal végzett in vivo vizsgalati eredmények

A subcutan He/De tumorok hypoxias teriileteinek vizsgalatara hypoxia-specifikus %¢Ga-
DOTA-Nitroimidazol radiotracerrel PET/MRI vizsgalatokat végeztiink. Heterogén
radiotracer eloszlast tapasztaltunk a PET/MRI képek kvalitativ analizise soran 14 nappal a
He/De tumorok indukciojat kovetden (9. dbra). Magas radiotracer felvételt (avid régiok) és
alacsony radiotracer halmozasu (nem avid régiok) teriileteket tudtunk megkiilonboztetni (9.
abra/A-C). A kvantitativ elemzés soran a teljes tumor SUVmean értéke 0,43+0,03, a SUVmax
érték 1,01+0,03 volt (9. abra/D). A tumor heterogenitasat alatamasztotta a PET képeken
lathato avid és nem avid régidinak kvantitativ elemzése is. A He/De tumorok avid régidinak
SUVmean értéke 0,71+0,04, a SUVmax érték 0,98+0,04 volt. Tovabba, szignifikansan
alacsonyabb (p<0,01) SUV értékeket mértiink a tumor nem avid régidiban, ahol a SUVmean
0,19+£0,02, a SUVmax 0,29+0,07 volt (9. abra/D).
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9. dbra: In vivo PET/MRI képalkotds He/De tumoros dllatokon ®®Ga-DOTA-Nitroimidazol
felhasznalasaval. Subcutan He/De tumoros patkdanyok reprezentativ sagittalis (A) és axialis
(B, C) bomlaskorrigalt PET/MRI felvételei 14 nappal a tumor indukcidja és 90 perccel a
%8Ga-DOTA-Nitroimidazol injektildsa utan. Fehér nyilak: hypoxids régiok (avid), sarga
nyilak: nem hypoxids régiok (nem avid). D: Subcutan He/De tumoros dllatok (n=15) PET
képeinek kvantitativ SUV analizise. Szignifikancia szint: p<0,01(**).
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4.3.4 Subcutan He/De tumoros F-344 patkanyok angiogenezisének és hypoxiajanak ex vivo
vizsgalata

A He/De tumorral subcutan injektalt F-344 patkanyokat 90 perccel a radiotracerek
injektalasat kovetden tulaltattuk és tumoraikat, valamint néhany apr6 darabot a combizombdl
eltavolitottunk, majd ezek tomegét és radioaktivitasat lemértiik és a radiotracer felvételt
ID%/g-ban hataroztuk meg. A 3. tablazatban lathatdé mindharom radiotracer fokozodo
felvétele a novekedd daganatokban. A blokkolasi vizsgalatokban a jeloletlen NOTA-c(NGR)
injektalasat kovetd %8Ga-NOTA-c(NGR) ID% értéke szignifikansan (p<0,01) csdkkent a
He/De tumorokban. Ez a megfigyelést azt jelzi, hogy a pozitronemittald izotdppal jelolt
NOTA-c(NGR) felvétele blokkolasra keriilt a jeloletlen NOTA-c(NGR) injektalasanak
hatdsara, megerdsitve azt a feltételezést, hogy a ®8Ga- NOTA-c(NGR) specifikusan a
CD13/APN-hez kotodik.

3. tablazat: He/De tumoros dllatok ex vivo szervi megoszldsos vizsgalata 90 perccel a *®Ga-
NODAGA-[c(RGD)]2, ®Ga-NOTA-c(NGR) és a ®®Ga-DOTA-Nitroimidazol injektalasdat
kévetoen, valamint 9+1, 12+1 és 15«1 nappal a tumor indukciot kévetéen. Szignifikancia
szint a blokkolt és a nem blokkolt He/De tumorok kozott 90 percnél: p<0,01 (**). A
blokkoldshoz 200 ug jeléletlen NOTA-c(NGR) keriilt felhaszndlasra. T/M: tumor-izom

ardny.
Tumor %Ga- %Ga-NOTA-  %Ga-DOTA-
NODAGA- ¢(NGR) Nitroimidazole
[c(RGD)]- (n=3) (n=3)
(n=3)
He/De (kis tumor, 9+1 0,09+0,01 0,10+0,01 0,12+0,05
napos)
He/De (kdzepes tumor, 0,16+0,03 0,23+0,09 0,21+0,06
1241 napos)
He/De (nagy tumor, 15+1 0,31+0,05 0,41+0,08** 0,28+0,04
napos)
He/De blokkolt (15+1 - 0,09+0,03 -
napos)
T/M arany (1541 napos) 5,35+0,89 9,15+1,02 5,69+0.40
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4.4 Kontroll F-344 patkdnyok in vivo és ex vivo vizsgalata ®3Ga-NODAGA.-
[c(RGD)]z-vel, 8Ga-NOTA-c(NGR)-rel és %8Ga-DOTA-Nitroimidazollal

A kontroll, egészséges F-344 patkanyokrol egésztest PET/MRI-t készitettiink a *®Ga-
NODAGA-[c(RGD)]z, ®Ga-NOTA-c(NGR) vagy a ®®Ga-DOTA-Nitroimidazol radiotracerek
intravénas injektalasat kovetd 90 perc mulva. A 10. abran (A, B és C) 1év6 coronalis metszetii
PET/MRI felvételekbdl jol latszik, hogy mindharom radiotracer a vizeletelvezetd rendszeren

keresztiil tiriil, melyet a fehér nyillal jelolt hugyholyagbeli aktivitas jelez.

A kontroll patkanyok ®Ga-NODAGA-[c(RGD)]J>-vel végzett szervi megoszlasos
vizsgalatabol (10. abra) megallapithatd a radiotracer vizeletelvezetd rendszeren (bal vese
1D%/g=0,798+0,314), valamint a majon (ID%/g=0,756+0,152) keresztiili uiriilése, melyet a
PET/MRI képek is alatdmasztanak. Ezen kiviil emelkedett tracer halmozas figyelhetd meg a
lépben  (ID%/g=0,441+£0,071), vékonybélben (ID%/g=0,423+0,074), vastagbélben
(ID%/g=0,334+0,069), gyomorban (ID%/g=0,352+0,110) és tiidében (ID%/g=0,241+0,047).

Az egészséges patkanyokon *8Ga-NOTA-c(NGR)-rel elvégzett ex Vivo szervi megoszlasos
vizsgalatok (10. &bra) alapjan kijelenthetd, hogy a radiotracer a vizeletelvezetd rendszeren
(vese 1D%/g=0,504+0,038) keresztiil iiriil ki a szervezetbdl. Tovabba, a vérben
(ID%/g=0,063+0,023) ¢és a tidében (ID%/g=0,067+0,012) emelkedett tracerfelvételt
tapasztaltunk.

Az egészséges patkanyok %8Ga-DOTA-Nitroimidazollal végzett ex vivo vizsgilatabol
egyértelmiien  megallapithatd ~a  radiotracer  vizeletelvezetd rendszeren  (vese
ID%/g=0,584+0,205) keresztiili tiriilése. Emellett a vér (ID%/g=0,214+0,017) is emelkedett
tracertartalommal jellemezhet6, valamint a gyomorban (ID%/g=0,108+0,038) és a tiidében
(ID%/g=0,151+0,043) is magas %8Ga-DOTA-Nitroimidazol felvételt tapasztaltunk.
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10. abra: Egészséges, kontroll F-344 patkanyok in vivo coronalis PET/MRI felvételei %®Ga-
NODAGA-[c(RGD)]2 (A), 8Ga-NOTA-c(NGR) (B) és %8Ga-DOTA-Nitroimidazol (C)
felhasznalasaval, valamint ugyanezen radiotracerek ex vivo szervi megoszlasos vizsgalata

(D). Fehér nyil: hugyholyag.
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4.5 Hypoxia és angiogenezis 0sszefiiggésének in vivo vizsgalata a tumor ndvekedés
fliggvényében subcutan He/De tumorokon

A radiotracerek injektalasa utdn 90 perccel PET/MRI vizsgélatokat végeztiink a hypoxia
¢s angiogenezis kapcsolatanak vizsgalata céljabol. A subcutan He/De tumoros patkanyokat
napi rendszerességgel vizsgaltuk felvaltva hypoxiat célzo *8Ga-DOTA-Nitroimidazollal és
angiogenezist célzd 8Ga-NOTA-c(NGR)-rel (11. abra). A kvalitativ PET/MRI vizsgalatok
kimutattdk, hogy a tumor novekedésével ardnyosan nodtt a tumoron beliili hypoxia és
angiogenezis mértéke is. A hypoxias és angiogenikus teriiletek méretének valtozasa korrelalt
a tumor térfogatanak valtozasaval, melyet a kvantitativ SUV adatok is alatdmasztanak. A
tumorok %8Ga-NOTA-c(NGR) és *8Ga-DOTA-Nitroimidazol felvétele fokozodott a tumor
méretének novekedésével. A kvantitativ vizsgalatot az egész tumorra nézve hataroztuk meg.
Koériilbeliil 16, 33, 66, 200, 400, 800 és 1600 mm? tumortérfogatnal a ®®Ga-NOTA-c(NGR)-
rel végzett PET vizsgalatbol szarmaz6 SUVmean értékek 0,03+0,01; 0,05+0,01; 0,08+0,004;
0,14+0,02; 0,22+0,02, 0,35+0,02 és 0,69+0,07 voltak. A %Ga-NOTA-c(NGR) korrelalt
(R?=0,9953) a tumor novekedésének mértékével (11. abra/G). Hasonld eredményeket kaptunk
a %8Ga-DOTA-Nitroimidazollal végzett vizsgalatok esetén, ahol a SUVmean értékek
0,01+0,004; 0,04+0,005; 0,07+0,01; 0,1140,04; 0,20+0,03; 0,25+0,03 ¢és 0,47+0,08 volt a 16,
33, 66, 200, 400, 800 és 1600 mm® tumorméretnél. Ebben az esetben is korrelaciot
(R%=0,9692) figyeltiink meg az emelkedett ®®Ga-DOTA-Nitroimidazol és a tumortérfogat
fliggvényében, azt talaltuk, hogy mind a két radiofarmakon fokozott novekedést mutat az 1d6
elérehaladtaval, egymassal szorosan korrelalva (11. abra/l). Az in vivo PET vizsgalatokbol

szarmaz6 adatokat az ex vivo mérési eredmények is megerdsitették (3. tablazat).
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11. dbra: Subcutan He/De tumorok hypoxidas és APN/CD13 expresszalo teriileteirol késziilt
in vivo PET/MRI felvételei és kvantitativ analizise a tumor térfogatvaltozasanak
fiiggvényében. Subcutan He/De tumorok reprezentativ axialis PET/MRI felvételei 90 perccel
a %Ga-DOTA-Nitroimidazol (A, C, E) és %8Ga-NOTA-c(NGR) (B, D, F) injektaldsa utdn.
He/De tumorokrél késziilt PET/MRI felvételek kvantitativ analizise ®®Ga-NOTA-c(NGR)(G)
és %8Ga-DOTA-Nitroimidazol (H) felhaszndldsaval a tumor térfogatvaltozdsanak
fiiggvényében, valamint a %8Ga-NOTA-c(NGR) és *8Ga-DOTA-Nitroimidazol kozotti
korrelacio vizsgalata a tumornévekedés folyaman (1). Az adatok atlag+SD-ben keriiltek

kifejezésre.
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4.6 Kontroll F-344 patkanyok in vivo PET/MRI és ex vivo szervi megoszlasos
vizsgalata kiilonb6z6 NGR szarmazékokkal

A %Ga-NOTA-c(NGR), %Ga-NODAGA-c(NGR), ®%Ga-NODAGA-C[CH2-CO-Lys-
Asn-Gly-Arg-Cys]-NHa, (tovabbiakban: %8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1)) és a %8Ga-
NODAGA-C[CH2-CO-Lys-Asn-N(Me)Gly-Arg-Cys]-NH: (tovabbiakban: %®Ga-NODAGA-
¢(NGR) (MG2)) normal megoszlasanak megallapitasahoz teljes test in vivo PET/MRI és ex
Vivo szervi megoszlasos vizsgalatokat végeztiink kontroll, egészséges F-344 patkanyokon 90
perccel a radiotracerek injektalasat kovetden. A kontroll patkanyokrol késziilt bomlaskorrigalt
coronalis PET/MRI képek a 12. dbran lathatéak. A PET képek kvalitativ analizisekor alacsony
halmozast figyeltiink meg a hasi és mellkasi szervekben mind a négy vizsgalt radiotracer
esetében a 90 perces inkubdlasi id6 utan. Ezzel szemben, jelentds halmozas lathatd a
vizeletelvezetd rendszerben (12. abra, fehér nyil). A PET képek kvantitativ SUV analizise
soran (12. abra) nem talaltunk szignifikans (p<0,05) eltérést a vizsgalt szervek és szovetek
kozott, amikor a %8Ga-NOTA-c(NGR), ®Ga-NODAGA-c(NGR), ®8Ga-NODAGA-c(NGR)
(MG1) és a ®8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) radiotracerek halmozasat hasonlitottuk dssze.
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12. abra: Kontroll, egészséges F-344 patkanyok in vivo PET/MRI vizsgalata 90 perccel a
8Ga-NOTA-c(NGR) (A), ®Ga-NODAGA-c(NGR) (B), ®®Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) (C)
és %8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) (D) injektaldsa utan. Fehér nyilak: higyhdlyag (vizelettel
telve). E: kontroll patkanyok (n=3/radiotracer) kvantitativ SUV analizise 90 perccel az
injektalas utan. SUV: standardizdlt felvételi érték. A SUV értékek atlag=SD-ben keriiltek

kifejezésre.
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Az invivo PET/MRI eredmények jol korrelaltak a 13. abran lathato ex vivo szervi megoszlasos
eredményekkel. Az in vivo PET/MRI képalkotas utan az allatokat tlaltattuk, szerveiket,
szoveteiket eltavolitottuk és azok tomegét, valamint radioaktivitdsat megmértiik. Emlitésre
mélto radiotracer halmozaddott fel a vesékben (ID%/g~0,5) és a vizeletben (ID%/g~ 50-85), a
tobbi szervben és szovetben, ezeknél joval alacsonyabb halmozast (alacsony ID%/g értékek)
tapasztaltunk. A radiotracereket dsszehasonlitva relativ magas halmozodast mutatott a *8Ga-

NODAGA-c(NGR) (MG2) a vérben, majban és a Iépben, azonban ez az eltérés nem volt

szignifikans.
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13. abra: Kontroll F-344 patkdanyok ex vivo szervi megoszldasos vizsgalata 90 perccel a %®Ga
Jjelzett NGR szarmazékok injektdlasat kovetéen. Az ID%/g értékek atlag=SD-ben lettek

kifejezve.
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4.7 Subcutan He/De és Ne/De tumoros F-344 patkanyok in vivo PET/MRI és ex vivo
szervi megoszlasos vizsgalata kiilonb6z6 NGR szarmazékokkal

A %8Ga-al jeldlt NGR szdrmazékok APN/CD13 specificitasanak in vivo vizsgalatahoz a
subcutan He/De és Ne/De tumoros F-344 patkanyokat intravéndsan injektaltuk a ®®Ga-NOTA-
¢(NGR), 8Ga-NODAGA-c(NGR), 3Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) vagy *8Ga-NODAGA-
c(NGR) (MG2) radiotracerekkel és 90 perc inkubalasi id6 utan az allatokat elaltattuk és teljes
test PET/MRI vizsgélatokat végeztiink. A 14. abran és a 15. dbran lathatoak a subcutan He/De
¢s Ne/De tumoros patkanyokrol késziilt bomlaskorrigdlt teljes test corondlis és axidlis
PET/MRI felvételek. A subcutan névekedd tumorok jol lathatdak 90 perccel a %8Ga-NOTA-
c(NGR), %Ga-NODAGA-c(NGR) és a ®Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) injektalasa utan,
azonban mérsékelt felvételt tapasztaltunk a ®Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) esetében (14.
abra/ fehér nyilak és 15. abra/ fehér nyilak). Ezt a megfigyelést a PET képek kvantitativ SUV
analizise is alatamasztotta (14. abra/E és 15. abra/E). Szignifikansan (p<0,05 és p<0,01)
alacsonyabb tracer felvételt tapasztaltunk a He/De (SUVmean: 0,11£0,03; SUVmax:
0,63+0,26) és Ne/De (SUVmean: 0,29+0,03; SUVmax: 1,13+0,07) tumorokban a %8Ga-
NODAGA-c¢(NGR) (MG2) injektalasa utdn, mint a masik harom vizsgalt radiotracer esetében,
ahol a SUVmean és SUVmax értékek ennek kb. 2-5-sz6rései voltak a He/De tumorokban és
1,5-3-szorosai voltak a Ne/De tumorokban. Hasonl6 tendenciat véltiink felfedezni a tumor-
hattér (izom) aranyokban mind a két tumor esetében, ahol szintén a Ga-NODAGA-c(NGR)
(MG2) mutatta a legalacsonyabb ardnyt. Osszességében a NOTA és NODAGA kelatorokkal
konjugalt c(NGR)-ek nagyobb mértékben halmozddtak a He/De és Ne/De tumorokban, mint
a NODAGA kelatorral konjugalt MG1 és MG2 viéltozatok (4. tablazat, 5. tablazat). A %Ga-
NOTA-c(NGR), %Ga-NODAGA-c(NGR), %Ga-NODAGA-c(NGR) (MGl) és %8Ga-
NODAGA-c(NGR) (MG2) APN/CDI13 specificitasanak igazolasara in vivo blokkolasi
vizsgalatokat végeztiink, melynél 200 pg jeldletlen c(NGR) injektalasa tortént 5 perccel a 8Ga
jelolt c(NGR) szarmazékok injektalasa el6tt. A 14. abra és a 15. abra als6 soraban lathato alap
¢és blokkolasi axialis képek mutatjak, hogy a jeldletlen ¢(NGR) injektalasa mind a négy
allapothoz viszonyitva. A kvantitativ SUV analizis (14. abra/F és 15. abra/F, 4. tablazat, 5.
tablazat) is megerdsitette a vizudlis értékelést, a radiotracer felvétel szignifikdnsan csokkent
He/De és Ne/De tumorokban a blokkolas hatasara, ezzel alatamasztva az C(NGR)

szarmazékok APN/CD13 specificitasat in vivo.
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14. abra: He/De tumorok in vivo vizsgalata kiilonbozé %8Ga jelzett ¢((NGR) szdrmazékokkal.
Reprezentativ corondlis (felsd sor) és axialis (kdzépsd sor: alap, alsé sor: blokkolt)
PET/MRI felvételek 90 perccel a ®Ga-NOTA-c(NGR) (A), %¥Ga-NODAGA-c(NGR) (B),
8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) (C), és %8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) (D) injektaldsat
kovetéen. A He/De tumorokrol késziilt alap (E) és blokkolt (F) PET felvételek kvantitativ
SUV analizise 90 perccel a radiotracerek injektalasa és 11+1 nappal a tumorok indukcidja
utan. Szignifikancia szint: p<0,05 (*) és p<0,01 (**). SUV: standardizdlt felvételi érték;
T/M: tumor-izom ardny. A SUV értékek atlag+SD- ben keriiltek kifejezésre.
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15. dbra: Ne/De tumorok in vivo vizsgalata kiilonbozé *8Ga jelzett c(NGR) szdrmazékokkal.
Reprezentativ corondlis (felsd sor) és axialis (kdzépsd sor: alap, alsé sor: blokkolt)
PET/MRI felvételek 90 perccel a ®Ga-NOTA-c(NGR) (A), %¥Ga-NODAGA-c(NGR) (B),
8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) (C), és %8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) (D) injektdldsat
kévetéen. A Ne/De tumorokrol késziilt alap (E) és blokkolt (F) PET felvételek kvantitativ
SUV analizise 90 perccel a radiotracerek injektaldasa és 11+1 nappal a tumorok indukcioja
utan. Szignifikancia szint: p<0,05 (*) és p<0,01 (**). SUV: standardizalt felvételi érték;
T/IM: tumor-izom ardany. A SUV értékek atlag+SD- ben keriiltek kifejezésre.
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4. tablazat: He/De tumorok SUV analizise 90 perccel a radiotracerek és 11+1 nappal a

tumoros sejtek injektdlasa utin. A SUV értékel atlag+SD- ben keriiltek kifejezésre.

Szignifikancia szint az alap és blokkolt mérések kozott: p<0,05 (*) és p<0,01 (**). A

blokkolas soran 200 ug jeloletlen c(NGR) injektalasa tortent. T/M: tumor- izom arany.

T/M T/M
SUVmean SUVmax (SUVmean) | (SUVmax)
8Ga-NOTA-c(NGR) 0,61+0,03 1,21+0,21 7,04+1,24 11,04+1,59
2 | ®Ga-NODAGA-c(NGR) 0,60+0,03 1,20+0,22 7,1240,96 11,12+1,14
< | %%Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) | 0,51+0,04 1,04+0,22 4,46+0,95 5,59+0,37
8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) | 0,11+0,03 0,63+0,26 3,37+0,44 3,31+0,29
= | ®Ga-NOTA-¢(NGR) 0,15£0,02+« | 0,204+0,09** | 1,65+0,34** | 1,99:+0,19%
% %Ga-NODAGA-c(NGR) 0,14+0,02** | 0,19+0,05** | 1,58+0,30** | 1,82+0,15**
S | %Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) | 0,160,05* | 0,32+0,05** | 1,52+0,21* | 1,5520,13**
@ 8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) | 0,06+0,03 | 0,2940,06* | 1,37+0,33* | 1,48+0,13*

5. tablazat: Ne/De tumorok SUV analizise 90 perccel a radiotracerek és 11+1 nappal a

tumoros sejtek injektdldasa utan. A SUV értékel atlag+SD- ben keriiltek kifejezésre.

Szignifikancia szint az alap és blokkolt merések kozott: p<0,05 (*) és p<0,01 (**). A

blokkolas soran 200 ug jeloletlen c(NGR) injektalasa tortént. T/M: tumor- izom ardany.

T/M T/M
SUVmean SUVmax (SUVmean) | (SUVmMax)
%Ga-NOTA-c(NGR) 0,52+0,04 2,89+0,23 7,04+1,24 11,04+1,59
2 | ®Ga-NODAGA-c(NGR) 0,51£0,03 2,85+0,20 7,13+1,10 12,52+1,33
< | ¥Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) | 0,42+0,04 1,93+0,35 4,46+0,95 5,59+0,37
8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) | 0,29+0,03 1,13+0,07 3,37+0,44 3,31+0,29
o | ®Ga-NOTA-c(NGR) 0,2440,02** | 0,46+0,05+* | 2,70+0,44* | 1,774+0,47**
% Ga-NODAGA-c(NGR) 0,23+0,03** | 0,46+0,04** | 2,75+0,43* | 1,7840,46**
S | %Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1) | 0,14+0,01** | 0,27+0,02** | 2,09+0,35* | 1,51+0,45*
©  ["%Ga-NODAGA-C(NGR) (MG2) | 0,15+0,04* | 0,21+0,05% | 2,01%0,36 1,41+0,31*

Az in vivo SUV adatokhoz hasonléan az ex Vvivo szervi megoszlasos vizsgalatbol szarmazo
ID%/g értékek is a ®8Ga-NOTA-c(NGR) esetében mutattak a legmagasabb disulast a vizsgalt
tumorokban, melyet a %¥Ga-NODAGA-c(NGR), %8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG1), és végiil a
8Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) kovetett. A blokkolas az ex vivo vizsgalatoknal (6. tablazat)
is sikeres volt, szignifikdnsan (p<0,01) alacsonyabb ID%/g értékeket kaptunk a blokkolt
tumorban, mint a nem blokkolt, alap tumorban. Sem az in vivo, sem pedig az ex vivo
vizsgalatokndl nem taldltunk jelentds kiilonbséget a két vizsgalt tumor kozott a négy c(NGR)

szarmazék egyikével sem.
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6. tablazat: A He/De és Ne/De tumorok ex vivo szervi megoszlasos vizsgalata a négy ¢(NGR)
szarmazékkal, 90 perccel a tracerek injektaldsa és 11+1 nappal a tumorok indukcidja utan.
Az ID%/g értékek atlag+SD-ben keriiltek kifejezésre. A szignifikancia szint a blokkolt és az

alap tumorok kozott p<0,01 (**). A blokkolaskor 200 ug jeloletlen c(NGR) injektaldasa

tortént. T/M: tumor-izom arany.

GBGa_
GSGa_ 6BGa_ GSGa_
Tumor NOTA-  NODAGA-  NODAGA- Nco(ﬁég)p"
¢(NGR) ¢(NGR)  c¢(NGR) (MG1) M)
He/De (n=5) 069:011 0652006  045:011 0.34=0.08
He/De T/M ariny 0.994160 7954139  6.13+096 5.56:0.94
He/De (blokkolt) (n=3) 0.1240,04*  0.09£0.02+  0,1420,01** 0.1140 02+
Ne/De (n=5) 083023 0794018  0.66+0 12 0.40-0,08
Ne/De T/M ardny 7105127  658:124  61540.77 5,730 41

Ne/De (blokkolt) (n=3) 0,10+0,02**  0,1140,04**  0,17+0,05* 0,09+0,03**
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4.8 APN/CD13 inhibitorok hatasanak vizsgélata subcutan HT 1080 és B16F10 tumoros
egereken 8Ga-NODAGA-c(NGR) felhasznalasaval

4.8.1 Subcutan HT1080 tumoros allatok in vivo és ex vivo vizsgalata

Az actinonin és bestatin- mint természetesen el6forduld APN inhibitorok-, subcutan
HT1080 tumorok APN/CD13 expresszidjara gyakorolt hatasat in vivo és ex vivo koriilmények
kozott is vizsgaltuk ®Ga-NODAGA-c(NGR) radiotracerrel. A tumorindukciotdl szamitott
negyedik naptol kezdve, 7 napon keresztiil napi egyszeri intraperitonealis actinonin (5 mg/kg)
vagy bestatin (15 mg/kg) kezelést kaptak az allatok. A tumor injektalasatol szamitott 6. és 11.
napon 20 perces statikus PET felvételeket készitettiink 90 perccel a ®8Ga-NODAGA-c(NGR)
injektalasat kovetden a kontroll, kezeletlen és kezelt (actinonin vagy bestatin) allatok tumoros
tertiletérél. A PET képek kvalitativ analizise soran megallapitottuk, hogy mind a kontroll,
mind pedig az actinonin- kezelt allatok tumora jol azonosithatd volt a 6. és 11. napi PET
felvételeken (16. abra/A). Meglepd médon az actinonin- kezelt tumorok 8Ga-NODAGA-
c(NGR) felvétele a 11. napra fokozodott a kontroll tumorok tracer felvételéhez képest. Ezzel
ellentétben, a bestatin- kezelt tumorokat nehéz volt azonositani, az alacsony 8Ga-NODAGA-
c(NGR) felvétel miatt, mely megerdsiti a kezelés hatasara csokkent APN/CD13 expressziot
(16. abra/A, piros nyilak).
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16. abra: Kontroll- kezeletlen, valamint actinonin- és bestatin- kezelt subcutan HT1080
tumoros dllatok in vivo PET képalkotasa. A: HT1080 tumoros dllatok reprezentativ
corondlis PET felvételei 90 perccel a ®*Ga-NODAGA-C(NGR) injektdldsa, valamint 6 (felsé
sor) és 11 (also sor) nappal a daganatok indukciojat kovetéen. B és C abrarészek:
Bomlaskorrigalt PET képek kvantitativ analizise. SUV: standardizalt felvételi érték; TIM:
tumor-izom arany. Piros nyilak: subcutan HT1080 tumor. Szignifikancia szint: p<0,05 (*) és
p=<0,01 (**). Az adatok atlag=SD-ben keriiltek kifejezésre.
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A 6. napi rekonstrualt és bomlaskorrigalt PET képek kvantitativ analizisébol
megallapithatd a bestatin- kezelt tumorok szignifikansan (p<0,05 és p<0,01) alacsonyabb
SUVmean értéke (0,02+0,01) a kontroll- kezeletlen (0,07+0,03) és az actinonin- kezelt
(0,08+0,04) tumorok felvételéhez képest (16. abra/B). Ez a szignifikans kiilonbség a 11. napi
vizsgalatokkor is lathatdéak voltak, ahol a bestatin- kezelt, kontroll- kezeletlen és actinonin-
kezelt tumorok SUVmean értékei 0,01+0,01; 0,10+£0,05 és 0,11+0,05 voltak. A kontroll-
kezeletlen és az actinonin- kezelt csoportokban minimalis emelkedést lattunk a SUVmean
értékekben a 6. €s 11. nap kozott. Ezzel szemben, gyenge csokkenést tapasztaltunk a bestatin-
kezelt csoport SUVmean értékében, azonban a csokkenés nem volt szignifikdns (p<0,05).
Tovabba, nem szignifiknsan, de relative magasabb %8Ga-NODAGA-c(NGR) felvételt
figyeltiink meg az actinonin- kezelt csoportban, a kezeletlen- kontroll csoport ugyanezen
értékéhez viszonyitva (16. abra/B), melyet a PET képek is alatamasztanak (16. abra/A).
Meghatéroztuk a kontroll és kezelt tumorok kontrasztossagat, azaz a T/M SUVmean értékeket
is, mely jelzi a kezelések hatékonysagat (16. abra/C). A kontroll és bestatin csoportok T/M
SUVmean értékeit Osszehasonlitva szignifikdnsan (p<0,01) alacsonyabb T/M SUVmean
értékeket (0,57+0,2 a 6. napon és 0,61+0,20 a 11. napon) kaptunk a bestatin- kezelt csoportban
minden vizsgalati idépontban. Az actinonin- kezelt csoportok esetében relativ alacsonyabb
T/M SUVmean értéket (2,25+1,0) kaptunk a 6. napon és szignifikansan (p<0,05) magasabb
T/M értéket lattunk a 11. napon (15,57+4,0). A kontroll csoport 6. és 11. napi T/M SUVmean
értekei 2,8+1,0 és 6,0+£2,0 voltak (16. abra/C). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a

bestatin a subcutan transzplantalt HT1080 tumorok hatékony inhibitora.

A 11. napon az allatokat Isofluran altatas alatt intravénasan injektaltuk ®Ga-NODAGA-c
(NGR)-rel. Majd a 90 perces inkubalasi id6 utan 20 perces statikus PET felvételeket, majd
szervi megoszlasos vizsgalatokat végeztiink. Az ex Vivo szervi megoszlasos vizsgalatok
eredménye (17. abra) jol korrelalt az in vivo vizsgalati eredményekkel. A vesében magas
(ID%/g=1,28-1,50), mig a majban mérsékelt (ID%/g=0,17-0,24) tracer felvételt lattunk.
Relativ alacsony tracer felvételt tapasztaltunk a hasi és mellkasi régidban. A kezelt és kontroll
allatok egészséges szerveinek és szoveteinek °®Ga-NODAGA-c (NGR) felvételében
szignifikans (p<0,05) kiilonbséget nem lattunk. A kontroll, actinonin- és bestatin- kezelt
allatok T/M ID%/g értékei 5,30+0,56, 15,27+5,52 és 1,45+0,15 voltak. Ezek jol korrelalnak
az in vivo képalkotas soran kapott T/M SUVmean értékekkel. A kontroll allatok T/M

értékeihez viszonyitva szignifikansan (p<0,05) magasabb T/M értéket kaptunk az actinonin-
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kezelt csoportban és szignifikansan (p<0,05) alacsonyabb értéket a bestatin- kezelt
csoportban.
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17. abra: Kontroll- kezeletlen, valamint actinonin- és bestatin- kezelt subcutan HT1080
tumoros dllatok ex vivo szervi megoszldsos vizsgalata 8Ga-NODAGA-c(NGR)-rel (A). B:
Kontroll, actinonin- és bestatin- kezelt allatok tumorainak T/M (tumor 1D%/glizom 1D%/Q)
ertékei. Szignifikancia szintek: p<0,05 (*).

4.8.2 Subcutan B16F10 tumoros allatok in vivo és ex vivo vizsgalata

Az actinonin és bestatin gatloszerek subcutan B16F10 tumorokra gyakorolt hatdsanak
vizsgalata céljabol 6 és 11 nappal a tumorsejtek subcutan injektalasa, valamint 90 perccel a
8Ga-NODAGA-c(NGR) intravénas injektalasa utan 20 perces statikus PET felvételeket
készitettiink (18. abra). A PET képek kvalitativ elemzése soran lathato volt a magas ®3Ga-
NODAGA-c(NGR) felvétel a kontroll csoport tumoraiban, tovabba, mérsékelt halmozast

tapasztaltunk az actinonin és bestatin kezelt tumorokban (18. abra/A, piros nyilak).
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18. abra: Kontroll- kezeletlen, valamint actinonin- és bestatin- kezelt subcutan B16F10
tumoros dllatok in vivo PET képalkotasa. A: B16F10 tumoros allatok reprezentativ
corondlis PET felvételei 90 perccel a ®®Ga-NODAGA-c(NGR) injektdldsa, valamint 6 (felsé
sor) és 11 (alsé sor) nappal a daganatok indukciojat kévetéen. B és C abrarészek:
Bomlaskorrigalt PET képek kvantitativ analizise. SUV: standardizalt felvételi érték; TIM:
tumor-izom arany. Piros nyilak: subcutan B16F10 tumor. Szignifikancia szint: p<0,05 (*) és

p=0,01 (**). Az adatok atlag=SD-ben keriiltek kifejezésre.
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A kvantitativ analizis sordn a 6. napi PET felvételen szignifikansan (p<0,01) alacsonyabb
SUVmean értékeket mértiink az actinonin- (0,02+0,00) és bestatin- (0,03+0,01) kezelt
csoportokban, a kontroll- kezeletlen csoport tumorainak emelkedett SUVmean értékéhez
(0,19+0,03) viszonyitva (18. abra/B). Ez a szignifikans kiilonbség a 11. vizsgalati napon
késziilt PET felvételeknél is megmaradt, ahol az actinonin-, bestatin- kezelt és a kontroll
csoportok SUVmean értékei 0,02+0,00, 0,04+0,00 és 0,36+0,05 voltak. Figyelemremélto
SUVmean érték emelkedés tortént a 6.-rol a 11. napra a kontroll csoport esetében, mig ez az
emelkedés elhanyagolhatd volt az actinonin- és bestatin- kezelt csoportoknal. A kontroll
csoport esetében szintén jelentds novekedés kovetkezett be a T/M SUVmean értékek
tekintetében, ahol a 6. napi T/M SUVmean 7,24+0,80, a 11. napi T/M SUVmean 18,60+2,32
volt. Az actinonin- ¢és bestatin- kezelt csoportok T/M SUVmean értékeit a kontroll
csoportéhoz viszonyitva szignifikansan (p<0,01) alacsonyabb értékeket kaptunk a 6. és 11.
napon. A 6. és 11. napi T/M SUVmean értékek az actinonin- kezelt csoportban 0,75+0,15 és
0,74+0,05, a bestatin- kezelt csoportban 1,11+0,01 és 1,63+0,09 volt (18. abra/C).

Ahogyan a subcutan HT1080 tumoros egereknél, ugy a BI16F10 tumoros allatoknal is
elvégeztiik az ex vivo szervi megoszlasos vizsgalatokat a PET képalkotast kdvetden, a tumor
indukciotol szamitott 11. napon (19. abra). A vesében magas (ID%/g=1,38-1,59), mig a
majban mérsékelt (ID%/g=0,08-0,28) tracer felvételt lattunk. Relativ alacsony tracer felvételt
tapasztaltunk a hasi és mellkasi régioban. A kezelt és kontroll allatok egészséges szerveinek
és szoveteinek 3Ga-NODAGA-c (NGR) felvételében szignifikans (p<0,05) kiilonbséget nem
lattunk. Az ex vivo T/M értékek (T/M 1ID%/g) ebben az esetben is korrelaltak az in vivo T/M
SUVmean értékekkel. A kontroll, actinonin- kezelt és bestatin- kezelt csoportok 1D%/g
értekei 16,38+1,97, 1,71£1,45 és 2,40+0,92 voltak. A legmagasabb T/M értékeket a kontroll
csoportban kaptuk, ennél szignifikansan (p<0,01) alacsonyabb értékeket lattunk a bestatin- és
actinonin- kezelt csoportokban.
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19. abra: Kontroll- kezeletlen, valamint actinonin- és bestatin- kezelt subcutan B16F10
tumoros dllatok ex vivo szervi megoszldsos vizsgalata 8Ga-NODAGA-c(NGR)-rel (A). B:
Kontroll, actinonin- és bestatin- kezelt allatok tumorainak T/M (tumor 1D%/glizom 1D%/Q)
ertékei. Szignifikancia szintek: p<0,01 (**).

4.8.3 Az actinonin és bestatin hatdsara bekovetkezo térfogatbeli valtozasok vizsgalata

Négy nappal a HT1080 és B16F10 tumorok indukcidjat kovetden 7 napon keresztiil napi
egyszeri intraperitonedlis actinonin vagy bestatin kezelést kaptak az allatok. A tumorok %®Ga-
NODAGA-c(NGR) felvétele mellett azok méretbeli valtozasat is nyomon kdovettiik. Azt
talaltuk, hogy a kontroll- kezeletlen HT1080 tumoros allatok tumoranak mérete a 4. napon
53,2+2,3 mm?® volt, a 6. napon 75,2+3,5 mm? volt, a 11. napon pedig 112+7,36 mm? volt.
Ehhez hasonl6 tumorméreteket tapasztaltunk az actinonin- kezelt csoportnal is, ahol a 4., 6.
és 11. napi tumortérfogatok 49,1+2,0 mm?; 68,08+2,5 mm? és 136,0+8,5 mm? voltak. A
kontroll tumorokhoz képest szignifikansan (p<0,01) kisebb tumorméreteket mértiink a
bestatin- kezelt csoportban, ahol a 4. napon 52,3+2,8 mm? volt, a 6. napon 17,0+1,2 mm? volt,
és a 11. napon 7,0£2,0 mm?® volt a tumortérfogat (20. abra/A). A subcutan B16F10 tumoros
allatok koziil az actinonin- és bestatin- kezelt tumorok méretbeli névekedése elhanyagolhato
volt. A bestatin- kezelt csoportban a 4, 6. és 11. napon mért tumorméret 52,1£2,6 mm?;
65,0+5,2 mm® és 62,0+2,8 mm® volt. Az actinonin- kezelt csoportban a 4. napon mért

tumorméret 49,0+2,7 mm?, a 6. napon 59,0+4,9 mm?, végiil a 11. napon 56,1+2,1 mm? volt.
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Ezzel szemben a kontroll- kezeletlen B16F10 tumorok jelentésen ndvekedtek a 11. napra (20.
abra/B).

A 160 ) .= HT1080 kontroll- kezeletlen B 300 y . B16F10 kontroll-kezeletlen
140 { -+ HT1080 bestatin- kezelt -+ B16F10 bestatin- kezelt
T 120 <+ HT1080 actinonin kezelt ~ 2% -« B16F10 actinonin- kezelt
E 100 E 200
2 T 150
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e o E 100
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20. abra: A bestatin és actinonin kezelés hatasa a tumorok méretére. A kezelések a tumoros
sejtek injektaldsat kovetd 4. napon kezdédtek, a tumorok 52- 55 mm?3-es méreténél. A:
subcutan HT1080 tumorok novekedése, B: subcutan B16F 10 tumorok novekedése.
Szignifikancia szint: p<0,01.

4.9 Western blot analizis

A subcutan He/De és Ne/De tumor ovPs és APN/CD13 expresszidjat (21. abra),
valamint a HT1080 és B16F10 tumorok APN/CD13 expresszidjat (22. abra) western blot
vizsgalattal igazoltuk. A subcutan He/De és Ne/De tumorban a két vizsgalt angiogenikus

marker koziil az APN/CD13 expresszio erdsebb pozitivitast mutatott, mint az avfs (21. abra).

He/De Ne/De Vese Vékonybél
tumor tumor (+kontroll) (- kontroll)

- s - OvB3 integrin (150 kDa)

— g - . cD13 (135 kDa)

— . Mmmp @M octin (45 kDa)

21. dbra: HelDe és Ne/De tumorok avfis és APN/CD13 expresszidjanak vizsgdlata western

blot analizissel

A kezeletlen, valamint actinonin- és bestatin-kezelt HT1080 és B16F10 tumorok APN/CD13
expressziojat is vizsgaltuk western blot analizissel (22. abra). Szignifikans kiilonbséget nem

tapasztaltunk a kontroll és kezelt HTI1080 tumormintak (22. abra/A) APN/CDI3
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proteintartalma kozott. A kontroll BI16F10 tumorok (22. abra/B) APN/CD13 fehérje
expresszidja azonban szignifikdnsan magasabb volt, mint az actinonin vagy bestatin kezelt

B16F10 tumor mintaké.

A Kontroll- Bestatin- Actinonin-
kezeletlen kezelt kezelt
APN/CD13
3 (150 kDa)
Sy =
':E actin
Sk B8 B (45kDa)
B Kontroll- Bestatin- Actinonin-
kezeletlen kezelt kezelt
S “ APN/CD13
y" - (150 kDa)
B Ml  actin
SVl (45 kDa)

22. abra: Subcutan HT1080 (A) és B16F10 (B) tumorok APN/CD13 expressziojanak

western blot vizsgalata.

4.10 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A He/De ¢és Ne/De tumorok APN/CDI13 expresszidjat immunhisztokémiai
vizsgalatokkal is igazoltuk. Pozitiv kontrollként patkdny vesét alkalmaztunk. A 23. abran
lathato He/De és Ne/De tumorok erds, bar elszort pozitivitasa (barna festddés) a tumorok teljes
teriiletén, mely a PET képeken lathatdo heterogén radiotracer felvétellel korrelal. Ez az
eredmény is aldtimasztja a 8Ga jelolt c((NGR) szarmazékok erés kotddési affinitasat az

APN/CD13 molekulahoz a He/De és Ne/De tumorokban.
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CD13 He/De

CD13 Ne/De

CD13 vese

23. abra: Subcutan He/De (B) és Ne/De(D) kémiailag indukdlt patkany tumorok
immunhisztokémiai vizsgalata 11 nappal a tumorok indukciojat kovetéen. Pozitiv
kontrollként patkany vese (F) keriilt felhaszndldasra. Az anti-CD13 primer antitest lathatova
tételéhez 3,3-diaminobenzidint (DAB) (barna festédés) alkalmaztunk. Negativ kontrollként
(4, C, E) primer antitest jelenléte nélkiil, csak DAB hozzdaddasa tértént. Nagyitas:20x,
szeletvastagsag: 200 um.
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5. Megbesz¢Elés

A daganatok hypoxidja és angiogenezise egy intenziven kutatott teriilet a klinikai és
preklinikai PET képalkotas és radiogyogyszer fejlesztés teriiletén. A daganaton beliili hypoxia
jelentdsen befolyasolja a sugér- és kemoterapiaval szembeni ellenalloképességet, tovabba, a
hypoxia gyakran a neoangiogenikus molekuldk (pl. VEGF, APN/CD13) expressziojanak
beinditasaért is felelds (Liu és mtsai., 2009). A daganatokon beliili 4] ér képzddésének kiemelt
szerepe van a tumor novekedésében, a tumor progresszidjaban, attétképzésében és az anti-
angiogenikus molekulakon alapulé daganatellenes terapidk hatékonysagaban (Otsuki és
mtsai., 2018; Zheng és mtsai., 2017; Zou és mtsai., 2012). A human klinikai rutinképalkotas
soran az BFDG-t, 8F-FLT-t vagy a 'C-metionint alkalmazzak a daganatok és attétek
kimutatdsara, azonban ezek a molekuldk nem specifikusak sem hypoxiara, sem pedig az
angiogenikus markerek vizsgalatara, tovabba, kevésbé alkalmasak a specifikus daganatellenes
(pl. daganat érképz6dését gatld) terapia hatékonysaganak kovetésére (Gao és mtsai., 2017).
Tovéabba, az BFDG-rél ismert, hogy kevésbé dusul pl. jol differencialt hepatocellularis
daganatokban, igy diagnosztikus értéke ezekben a daganattipusokban csekély (Gao és mtsai.,
2017). Ezen tények miatt novekszik az igény a daganatok angiogenikus markereire specifikus
radiofarmakonok fejlesztése irdnt. Az angiogenezis, vagyis Uj ér képzddésének folyamatanak
egyik kulcsfontossagu molekulaja az APN/CD13. Ismert, hogy szamos malignus szolid
tumorban nagy mennyiségben expresszalodik (Wickstrom ¢és mtsai.,, 2011), mely
Osszefliggésben van a prognozissal (Schreiber és mtsai., 2018), diagnosztikus marker és
potencialis célpont a daganatellenes terapiaban. Az APN/CD13 molekulak ligandjai a 3
aminosavbol all6 NGR peptidszekvencidk, melyeket megfeleld keldtorral konjugalva és
pozitronsugarzd izotoppal jelolve olyan PET radiotracereket kapunk, melyek alkalmasak
lehetnek az APN/CD13- t expresszald daganatok PET diagnosztikajara. Ezen feliil alkalmasak
lehetnek a daganatok érképzddését célzd anti-angiogenikus terdpidk hatékonysaganak

kovetésére is.

Dolgozatomban harom vizsgalatsorozat keriilt bemutatasra. Az elsd fazisban a hypoxia-
angiogenezis kozotti kapcsolat vizsgalata tortént kémiailag indukalt, patkany eredeti He/De
(hepatocellularis carcinoma) daganaton, melynek soran ®8Ga-DOTA-Nitroimidazolt
alkalmaztunk a hypoxia- és ®®Ga-NODAGA-[c(RGD)].-t, valamint ®8Ga-NOTA-c(NGR)-t

injektaltunk a neoangiogenezis kimutatdsara, kdvetve veliik a tumor méretbeli valtozasat. Az
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in vivo PET/MRI képalkotas mellett ex vivo szervi megoszlasos és western blot vizsgalatokat

is végeztiink.

A kutatomunka masodik fazisaban hepatocellularis carcinoma (He/De) és mesoblastos
nephroma (Ne/De) sejtekkel subcutan transzplantalt F-344 patkanyokon vizsgaltuk a 8Ga-al
jelzett négy kiilonb6zé c(NGR) szarmazék APN/CDI13 specificitasat in vivo PET/MRI
képalkotassal, melyet ex vivo szervi megoszlasos és immunhisztokémiai vizsgalatokkal is

kiegészitettiink.

Végil, a kutatdmunka harmadik részében két APN/CD13 gatldszer, az actinonin és a
bestatin terapias hatasat kovettik %8Ga-NODAGA-c(NGR)-rel subcutan HT1080-al
transzplantalt CB17 SCID ¢és B16F10-el subcutan transzplantalt CS7BL/6 egereken. Az in
vivo PET képalkotas mellett szervi megoszlasos ex Vivo vizsgalatokat, valamint western blot

vizsgalatokat is végeztiink.

A kutatomunka soran kapott 0j eredmények:

1. A®Ga-NOTA-c(NGR) nem csak a subcutan Ne/De tumorok, hanem a subcutan
He/De tumorok APN/CDI13 expresszidjanak kimutatasara is alkalmas

radiotracer.

2. A subcutan He/De tumorok hypoxiajanak és angiogenezisének in vivo PET
vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a hypoxias és az angiogenikus teriiletek
egyiitt ndvekednek a tumor térfogatanak ndvekedésével, valamint a hypoxia
fokozodasaval az angiogenezis mértéke is novekszik. Az APN/CD13 és hypoxia
specifikus radiofarmakonok jelentdsen hozzajarulnak a hypoxia ¢és az

angiogenezis kapcsolatanak jobb megértéséhez a tumorokban.

3. A kontroll és tumoros (subcutan He/De és Ne/De) allatokon elvégzett in vivo és
ex vivo vizsgalatokbol nyilvanvaléva valt a négy vizsgalt %Ga jelzett c(NGR)
szarmazék (8Ga-NOTA-c(NGR), %Ga-NODAGA-c(NGR), %Ga-NODAGA-
¢(NGR) (MG1) vagy ®3Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2)) hidrofil jellege, hiszen
kiiiriilésiik a vizeletelvezetd rendszeren keresztiil torténik, emellett a hasi és

mellkasi szervekben kis mértékben dusulnak.
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4. A NOTA ¢és NODAGA kelatorokkal konjugalt c(NGR) molekuldk magasabb
akkumulaciét mutattak a He/De és Ne/De tumorokban, mint a NODAGA
konjugalt MG1 és MG2 analogok, igy a Ga-NOTA-c(NGR) és %8Ga-
NODAGA-c(NGR) igéretes radiotracernek bizonyultak a daganatok

angiogenezisének pontos kimutatasara.

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

6. A subcutan HT1080 és B16F10-el transzplantalt egerekben az actinonin és
bestatin- mint APN/CD13 gatloszerek- terapias hatasanak kovetésére alkalmas
radiotracer a %¥Ga-NODAGA-c(NGR).

A kutatomunka elsd fazisaban elsd 1épésként a He/De tumorok hypoxids teriileteit
azonositottuk in vivo PET képalkotassal. Jol ismert, hogy a parcialis oxigéntenzio (pO2)
csOkkenésével hypoxias teriiletek jelennek meg a tumoron beliil, ami a nitroimidazol ¢és
szarmazékainak feldusulasat okozza a hypoxias tumorsejtekben. A He/De tumorok
tapasztaltunk a subcutan He/De tumorok 125 mm?®-es méreténél. Tovabb4, a 11. naptdl kezdve
egyértelmiien elkiilonithetéek voltak a hypoxias (*®Ga-DOTA-Nitroimidazol avid) és
normoxias (8Ga-DOTA-Nitroimidazol nem avid) régiok, melyet az avid teriiletek
szignifikansan (p<0,01) magasabb SUV ¢értékei is alatamasztottak (9. abra). Ezt a fajta
heterogenitast mas kutatocsoportok is leirtak, 6k azt talaltak, hogy az egész tumor akér 50-
60%-at is kitehetik a hypoxias teriiletek (Lapi és mtsai., 2009; Sutherland és mtsai., 1996).
Tovabba, a He/De tumorok in vivo PET vizsgalatainal APN/CD13 és a3 integrin receptor
expressziot vizsgaltunk a kordbban emlitett radioaktivan jelzett NGR ¢és RGD
szarmazékokkal. Mas szerzok publikacioibol ismert, hogy az APN/CD13 és az avf3z integrin
molekulak receptorként funkcionalnak és nagy mennyiségben kifejezodnek az endothél sejtek
felszinén. Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy az NGR peptidszekvencidk az APN/CD13-
hoz, mig az RGD molekuldk az avBs integrin receptorokhoz specifikusan kdtddnek, tovabba
a %Ga-al jelslt NGR és RGD szekvenciak alkalmas radiotracerek az angiogenezis in vivo PET
vizsgalatara (Shao ¢és mtsai., 2014a; Buehler és mtsai., 2006; Maté és mtsai., 2015; Satpati és

mtsai., 2018). Kutatocsoportunk korabbi publikacidjaban (Maté és mtsai, 2015), primer
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vesetumorban (Ne/De) szignifikansan magasabb tracerfelvételt irtunk le ®3Ga-NOTA-
¢(NGR)-rel, mint a kereskedelemben kaphato %®Ga-NODAGA [c(RGD)].-vel. A jelenlegi
munkaban leirt hepatocellularis carcinoma modellben szintén megfigyelhetd volt ez a tipust
kiilonbség a 8Ga-NOTA-c(NGR) és a Ga-NODAGA [c(RGD)], halmozasanak mértéke
kozott (6. és 7. abra). Ennek oka a He/De tumorokban magasabb mértékben kifejez6do
APN/CD13 molekula, melyet western blot vizsgalattal tdmasztottunk ala (21. abra). A
subcutan He/De tumorokban erés heterogenitas volt megfigyelhetd a %8Ga-NOTA-c(NGR) és
a %Ga-NODAGA-[c(RGD)]zfelvételt illetden, hasonléan a hypoxia vizsgalatokhoz, az
angiogenezis vizsgalatat célzo radiotracerekkel is megkiilonboztethetéek voltak tracer avid és
nem avid régiok. Az angiogenikus fenotipus rendkiviil valtozatos lehet egy tumoron beliil,
melyet a hypoxia és a tumor asszocialt gyulladasos folyamatok (TNFo, TGFp, IL-6)
jelentésen befolyasolhatnak. Mindezen tényezdk a genetikai instabilitdssal egyiitt egy
abnormalis, heterogén angiogenezist generalnak (Cao és mtsai., 2009). A tumorndvekedést
nagyban befolyasolja az oxigén ¢€s tapanyag ellatas. Csokkent oxigénellatas (hypoxia) esetén
HIF traszkripcios faktorok aktivalodnak, melyek olyan gének expresszidjat indukaljak,
folyamatok egyike a tumorok neoangiogenezise (Krock és mtsai.,, 2011). Kisérleteink
alapfeltevése az volt, hogy a hypoxias €s az angiogenikus teriiletek egyiitt novekednek a tumor
térfogatanak ndvekedésével. A feltevésiink igazolodott, mikor azt lattuk, hogy a 3Ga-NOTA-
c(NGR) és a 8Ga-DOTA-Nitroimidazol felvétel emelkedett és erds korreleaciot mutatott a
tumor térfogatanak novekedésével (11. abra/G és H). Tovabba, azt is feltételeztiik, hogy a
hypoxia fokozodasaval az angiogenezis mértéke novekszik és kovetkezményesen a tumor
mérete is né. Ezt a feltételezést indirekt modon megerdsitette az a tény, hogy a %Ga-DOTA-
Nitroimidazol felvétel fokozodasaval erésen korrelalt a 8Ga-NOTA-c(NGR) halmozodas is
a He/De tumorban (11. abra/l). A hypoxia és az angiogenezis kapcsolatat mar mas
munkacsoportok is vizsgaltdk. Egy altaldnos nézet szerint a hypoxia kovetkezménye az
angiogenezis, hiszen ilyenkor az oxigén iranti igény fokozodik, melynek eredményeképpen
uj erek alakulnak ki (Koh és mtsai., 2011; Michiels, 2004; Naumov és mtsai., 2006; Ziyad és
mtsai.,, 2011). Azonban mas betegségekkel (maj fibrozis, sebgydgyulds) kapcsolatban
megallapitottak, hogy a hypoxia és az angiogenezis kozotti kapcsolat nem ilyen egyértelmd,
sokkal bonyolultabb, minta ahogyan azt korabban gondoltak. Valdjaban a hypoxia lehet a
szovetek karosodasakor ok, de lehet kdvetkezmény is. A hypoxia nem csak a csokkent
vérellatas eredménye, hanem sokszor inkabb a proliferacio és a gyulladdsos valaszok altal

indukalt folyamat (Aguilar-Cazares és mtsai.,, 2019; DiPietro, 2016; Elpek, 2015). A
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tumorokban a hypoxia kialakulhat anélkiil is, hogy barmilyen koze volna az oxigén ellatashoz.
Az oxigén felhasznalasa az eredeti allapot 6tszordsére emelkedik fokozott proliferacidkor,
kovetkezésképpen a hypoxia indukalta angiogenezis mar kis tumorméretnél is bekdvetkezhet.
A kb. 100 sejtbdl allo kisméretii tumorok angiogenezist képesek indukalni a csokkent parcialis
oxigéntenzidval, mely a fokozott oxigénfogyasztas kdvetkeztében alakul ki. Kisérletiink elsé
fazisaban azt figyeltiik meg, hogy a hypoxiés teriiletek mar kis tumorméretnél lathatoak a
He/De tumorokban %8Ga-DOTA-Nitroimidazollal végzett PET/MRI képalkotéassal (11. bra).
Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy a ®Ga-NOTA-c(NGR) nem csak a Ne/De tumorok
(Maté és mtsai., 2015), hanem a He/De tumorok APN/CD13 expresszidjanak kimutatdsara is
alkalmas radiotracer. Az APN/CDI13 ¢és hypoxia specifikus radiofarmakonok jelentésen
hozzajarulnak a hypoxia és az angiogenezis kapcsolatanak jobb megértéséhez a tumorokban.
Ebbdl kifolyolag az angiogenikus molekulak in vivo detektalasa — melyek potencialis terapias
célpontok-, valamint a tumor ndvekedése soran ezek expresszidjanak valtozasanak kovetése,

kulcsfontossaggal birnak a daganatellenes terapiak fejlesztése soran.

A kutatomunkank masodik felében hepatocellularis carcinoma (He/De) és mesoblastos
nephroma (Ne/De) sejtekkel subcutan transzplantalt és egészséges, kontroll patkdnyokon
vizsgaltuk az intravénasan injektalt %8Ga-NOTA-c(NGR), ®Ga-NODAGA-c(NGR), %8Ga-
NODAGA-c(NGR) (MG1) vagy ®Ga-NODAGA-c(NGR) (MG2) radiotracerek in vivo és ex
vivo eloszlasat, azok APN/CDI13 specificitasat. Az irodalomb6l mar ismert, hogy az
aszparagin-glicin-arginin  peptidszekvenciak specifikusan kotddnek az  APN/CD13
molekuldhoz, ennek okan szamos tanulmanyban leirtdk a kiilonb6z6é pozitronsugarzéd
izotopokkal (pl.: ®4Cu, ®8Ga) jelzett NGR szarmazékok alkalmassagat a daganatok APN/CD13
expresszidjanak és a neovascularizacio in vivo vizsgalatara (Maté és mtsai., 2015; Shao és
mtsai., 2014a, 2014b; Zhang és mtsai., 2014). A c[KNGRE]-NH: esetében-ahol a targetalo
rész rendkiviil j6 kémiai inertséggel jellemezhetd- egy kelator csere tortént. A keletkezd
NODAGA-c(NGR) minden alegysége megegyezik a referenciaként emlitett NOTA-c(NGR)-
rel, kivéve az aromds gylrli hidnyat és az eltérd kelatorral valo kotést. Ennek nyoman azt
feltételeztiik, hogy a hidrofil-lipofil tulajdonsagok megtartasa mellett, nagyon hasonld
tulajdonsagokkal jellemezhet6 a két radiotracer. Tovabba, két tioéter ciklizalt c(NGR)
szarmazék NODAGA kelatorral valo konjugaldsa is megtortént, ami egy tiourea kotést és egy
extra aromas gylirlit eredményezett, amivel az analdgok hidrofil tulajdonsagaik a referencia
vegyiilethez hasonléan megmaradtak. Az MG1 és MG2 analdgok szerkezetiiket tekintve

csupan egy metil csoportban kiilonbdznek egymastol. Az in vitro lipofilicitasi vizsgalatok azt
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mutattik, hogy az Gjonnan szintetizalt ®®Ga-NODAGA-c(NGR) szirmazékok mindegyike
nagy hidrofilicitassal jellemezhetd (a LogP értékek -2,2 és -4,1 kozottiek). Ezt a megfigyelést
a kontroll F-344 patkanyokon elvégzett in vivo PET és ex vivo biodisztribuciods vizsgalatok is
alatdmasztottak, hidrofil tulajdonsagaik révén a vizeletelvezetd rendszeren keresztiil iriilnek
és viszonylag alacsony felvétel tapasztalhato a hasi és mellkasi szervekben (12. 4bra). A %8Ga-
NODAGA-c(NGR) (MG2) relativ magasabb maj-, 1ép- és tiidébeli halmozasa, a tobbi
farmakonhoz képest kisebb hidrofilicitdsabol eredhet. Az NGR alapu radiotracerek alacsony
hasi régiobeli halmozodasat mas munkacsoportok is leirtak, példaul %8Ga-DOTA-NGR
(Zhang és mtsai., 2014), %8Ga-NODAGA-NGR (Satpati és mtsai., 2018) és 8Ga-NOTA-NGR
(Shao és mtsai., 2014a, 2014b) radiotracerck esetében. Az egészséges szervekbeli alacsony
radiotracer halmozo6das a képmindséget is javitja, hiszen alacsony hattéraktivitassal magas
tumor-hattér (pl. izom) arany érhetd el, mely megkonnyiti a képek értékelését €s a tumorok
identifikalasat leletezés soran. Azt azonban érdemes megjegyezni, hogy az NGR molekuldhoz
konjugalt kelatorok eltéré szerkezetiikbol és fizikokémiai tulajdonsagukbol adoédoan (pl.:
HBED-CC, NOTA, NODAGA) kedvezden befolyasoljak a radiogyogyszerek halmozodasat

a vizsgalt szervekben (Satpati és mtsai., 2018; Trencsényi és mtsai., 2017).

A vizsgalatsorozat masodik felében subcutan He/De és Ne/De daganatos F-344
patkanyokon vizsgaltuk a négy c¢(NGR) szarmazék APN/CD13 specificitasat, ahol a tumorok
mind a négy APN/CD13 receptor kimutatasat célzo radiotracerrel beazonosithatdak voltak,
azonban halmozasuk mértéke eltérd volt. Osszességében azt figyeltiik meg, hogy a NOTA és
NODAGA kelatorokkal konjugalt c(NGR) molekuldk magasabb akkumuldciot mutattak a
He/De és Ne/De tumorokban a NODAGA konjugalt MG1 és MG2 molekuldkhoz viszonyitva
(4. és 5. tablazat). A négy analog kozotti kiilonbség eredhet a kémiai tulajdonsagaikbol (pl. az
MGT1 alacsonyabb stabilitdsa €s az MG2 gyengébb kotési képessége), tovabba, annak ellenére,
hogy azonos méretii tumorokat vizsgaltunk, jol ismert, hogy az angiogenikus markerek
expresszios szintje valtozik a tumor novekedésével, fokozddhat kiilonb6zd tumortipusokban
és erdsen fligg a hypoxia jelenlététdl és annak fokatol (Deshpande és mtsai., 2011). Az in vivo
¢és ex vivo blokkolasi kisérleteinkben jeldletlen c(NGR) molekulat injektaltunk 5 perccel a
%8Ga jelzett c(NGR) szarmazékok injektalasa elétt, ami szignifikansan (p<0,01) csokkentette
mind a két tumorban a radiotracerek felvételét (14. és 15. abra), csakligy, mint a mas szerzék
altal leirt human xenograft modellekben (Satpati és mtsai., 2018; Shao és mtsai., 2014a,
2014b; Zhang és mtsai., 2014). Ezek a blokkolasi eredmények azt mutatjak, a %8Ga jelzett
c(NGR) szarmazékok specifikusan az APN/CD13 molekuldkhoz kétddnek hozza. A He/De
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¢s Ne/De tumorok APN/CDI3 expresszijat western blot vizsgalattal ¢és
immunhisztokémiaval igazoltuk. A neoangiogenezist célzd6 markerek koziil az APN/CD13
egy igéretes target a PET képalkotas teriiletén, azonban a megfeleld ®3Ga jelolt NGR alapu
radiotracerek (jelen esetben a legjobb kotési tulajdonsagokkal jellemezheté %8Ga-NOTA-
¢(NGR) és ®8Ga-NODAGA-C(NGR) elengedhetetlenek a tumorok neoangiogenezisének

pontos kimutatdsara és a daganatok érképzodését gatlo terapidk hatékonysaganak kovetésére.

Kisérleteink utolsé fazisdban az actinonin és bestatin, mint APN/CD13 gatloszerek
terapias hatasat kovettiik *8Ga-NODAGA-c(NGR)- rel. Az APN/CD13 gatloszereknek két
csoportja ismert, a tobbnyire bakteridlis eredetii természetes- és a szintetikus gatldszerek.
Dolgozatomban a természetes eredetli gatloszerek csaladjaba tartozd két inhibitorral, a
Streptomyces olivoreticuli-bol szarmazé bestatinnal és a Streptomyces Cutter C/2-bél izolalt
actinoninnal (Bauvois ¢és mtsai, 2006) dolgoztunk. A gatloszerek hatasat HT1080 és B16F10
tumorokon vizsgaltuk, melyekrdl kordbbi publikaciokban western blot, immunhisztokémia,
immunfluoreszcencia, aramlasi cytometria ¢s RT-PCR modszerek segitségével bizonyitast
nyert APN/CD13 pozitivitasuk (Guzman- Rojas és mtsai., 2012; Shim és mtsai., 2003; Saiki
és mtsai., 1993; von Wallbrunn és mtsai., 2008). Az in vivo vizsgalati eredményeink jol
korrelaltak ezekkel az in vitro eredményekkel, hiszen a kontroll- kezeletlen allatok HT1080
és B16F10 tumorai jol lathatoak voltak a ®8Ga-NODAGA-c(NGR)-rel végzett PET képeken.
Kovetkezo 1épésként az actinonin és bestatin kezelések kovetkeztek subcutan HT1080 és
B16F10 tumorokon, melyek hatasat szintén ®3Ga-NODAGA-c(NGR)-rel kévettiink. Xu és
munkatarsai (1998) korabban mar vizsgaltak az actinonin hatasat human (HL60, NB4) és egér
(AKR) leukémia és lymphoma (RAJI, DAUDI) sejtvonalakon. Az in vitro vizsgalatokban az
actinonin gétolta mind az APN pozitiv, mind az APN negativ sejtvonalakat. A szerz6k azt
feltételezték, hogy az actinonin hatdsa nem csak az APN/CDI13 direkt gatlasan keresztiil
kovetkezik be. Az in vivo vizsgalatokban szingenikus AKR tumorral transzplantalt egereken
vizsgaltak a gatloszer hatdsat 5 mg/kg-os dozirozasban. Teljes tumorndvekedést gatld hatast
értek el ezzel a dozirozassal, azonban a human lymphomak esetében ez a hatds elmaradt. Az
altalunk végzett in vivo vizsgalatokban azt tapasztaltuk, hogy a HT1080 tumorok APN/CD13
expresszidoja nem csokkent a kezelés hatasara (16. abra). Ezzel szemben a subcutan
transzplantalt B16F10 tumorokban jelentdsen csokkent a tumorok mérete és radiotracer
felvétele a kontroll- kezeletlen tumorhoz viszonyitva (18. abra). Ahogyan Xu és munkatarsai
(1998) is emlitették, egy lehetséges magyarazat erre az, hogy ezek az APN gatloszerek (mint

az actinonin és a bestatin) immunmodulatorként miitkddhetnek. Ebbdl kovetkezik, hogy a
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HT1080-al subcutan transzplantalt T és B sejt hianyos CB17 SCID egerekben nem varhato6 az
actinonin immunmodulans hatisa. Egy masik lehetséges magyardzat a kapott eredményre a
dozirozas. Az 5 mg/kg-os dozirozas elegendének bizonyult a szingenikus egér leukémiak
novekedésének gatlasara, de a human fibrosarcomanal nem hozta az elvart tumorellenes
hatast. Kovetkezésképpen elmondhatd, hogy a kiillonb6z6 tumorok actinoninra vald
érzékenysége eltéro, igy tovabbi dozisfiiggd vizsgalatok sziikségesek. A bestatinnal végzett
gatld vizsgalatoknal azt talaltuk, hogy ez a természetes APN/CDI13 inhibitor mind a két
daganattipusnal hatasosnak bizonyult (16., 18. és 20. abra). A bestatin kezelt HT1080 és
B16F10 tumorok APN/CD13 expresszidja, ®®Ga-NODAGA-c(NGR) felvétele és a tumorok
mérete jelentésen csokkent a kezelés hatdsara. Az APN/CD13 megtalalhaté szdmos tumoron
¢s immun sejten (pl.: T és B sejt prekurzorok, monocytak, dendritikus sejtek) (Mina- Osorio,
2008; Lendeckel és mtsai., 2000). Ebbdl kovetkezik, hogy a bestatin direkt médon képes
gatolni a tumorok novekedését és angiogenezisét az APN/CD13 blokkolasa révén, valamint
tumorellenes immunvalaszt is képes generadlni. Fokozza a sejt medidlt immunitast azaltal,
hogy blasztogén hatast fejt ki a T sejtekre (Talmadge és mtsai., 1986; Saito és mtsai., 1978;
Ishizuka és mtsai., 1980) és makrofagokat aktival (Talmadge és mtsai., 1986; Ishizuka és
mtsai., 1980). Ishizuka és munkatarsai (1980) publikaltak, hogy magas dozisban a bestatinnak
mitogén hatdsa van a B sejtekre. Tovabba, facilitalja a T sejt prekurzorok CD4+ Thelper sejtté
szamolt be, hogy a bestatin aktivalja a csontveld Ossejtjeit, igy hatékonyan gatolhatja a
tumorok novekedését egyéb citotoxikus szerekkel egyiitt. Amosconto és munkatarsai (1994)
publikécidjukban emlitették, hogy a bestatin a beadds modjatol €s dozisatol fiiggden képes
gatolni vagy fokozni az NK sejtek (CB17 SCID és C57BL/6 egerek is rendelkeznek vele)
aktivitasat. Ez lehet a magyardzat arra, hogy a bestatin kifejtette tumorellenes hatdsat az
immunrendszerrel nem rendelkezd HT1080 subcutan tumoros CB17 SCID és subcutan
B16F10 tumoros C57BI/6 egerekben is. Osszefoglalva tehat elmondhato, hogy a ®8Ga-
NODAGA-c(NGR) alkalmas radiotracer subcutan HT1080 és B16F10-el transzplantalt
egerekben az actinonin és bestatin- mint APN/CD13 gatloszerek- terdpids hatdsanak

kovetésére.

A PET képalkotas teriiletén igéretes célpontnak bizonyul az APN/CD13 molekula, mely

crer

mind a tumorok diagnosztikaja soran, mind a daganatellenes terapiak hatékonysaganak

kovetésében.
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6. Osszefoglalas

Az angiogenezis, egy mar 1étez6 érbdl torténd 0j ér képzodésének folyamata, mely
altalanos értelmezés szerint a csokkent oxigénellatottsag (hypoxia) kovetkezménye. Azonban
a folyamat mar kis tumorméretnél, normal oxigén ellatasnal is megjelenik, 6sszefiiggésben a
fokoz6dod proliferacioval. Az angiogenezis folyamatdban kiemelkedd fontossaghi az
APN/CD13 molekula, mely enzim, receptor és szignalizacids molekula is egyben. Szamottevo
mennyiségli tumoros sejt expresszalja a felszinén, melyek vizsgalatat lehetévé teszik az
APN/CD13-hoz specifikusan kot6d6 és pozitron emittald izotoppal jelzett NGR szekvenciak.
Kutatémunkank elsé 1épésében a hypoxia €s angiogenezis Osszefliggését vizsgaltuk He/De
tumorokon angiogenezis (*®Ga-NODAGA-[c(RGD)]. [avBs] és *8Ga-NODAGA-c(NGR)
[APN/CD13]) és hypoxia (®®Ga-DOTA-Nitroimidazol) tracerekkel. A tumorok méretének
novekedésével korrelalt mind a ®Ga-NODAGA-c(NGR), mind pedig a %Ga-DOTA-
Nitroimidazol felvétel, tovabba, a két radiotracer felvétele egymassal is korrelaciot mutatott.
Az emlitett radiofarmakonok segithetnek megérteni a daganatokban zajlo hypoxia és
angiogenezis kozotti Osszefiiggéseket. A kutatomunka masodik 1épésében 4 kiilonbdzé APN
specifikus tracer vizsgalatdt végeztilkk kontroll és He/De, valamint Ne/De tumoros
patkanyokon. Mind a négy APN/CD13-t célz6 radiofarmakon a vizeletelvezet6 rendszeren
keresztiil iiriilt ki a kisérleti allatok szervezetébdl. A négy ®8Ga jelzett NGR szarmazék
alacsony hattérbeli halmozéasuknak kdszonhetden alkalmas volt a He/De és Ne/De tumorok
kimutatasara, azonban halmozasuk mértékében mutatkoztak kiilonbségek. A daganatok
diagnosztikdjara a %Ga-NOTA-c (NGR) és a %Ga-NODAGA-c(NGR) bizonyult a
legmegfelelobbnek. A vizsgalatsorozat utols6 harmadaban az APN/CDI13 receptort gatld
szerek terapias hatékonysagat kovettiik ®®Ga-NODAGA-c(NGR) radiotracerrel. A kontroll-
kezeletlen subcutan HT1080 és B16F10 tumorok detektalasara alkalmas volt a ®Ga-
NODAGA-c(NGR). Az actinonin hatékony APN/CD13 gatldszernek bizonyult a subcutan
B16F10 tumoroknal, azonban a HT1080 tumorok ndvekedését és angiogenezisét nem tudta
megallitani. A bestatin mind a subcutan HT1080, mind a B16F10 tumorok ndvekedését és
angiogenezisét gatolta, mely a csokkent %8Ga-NODAGA-c(NGR) felvételben és a tumorok
méretének csokkenésében nyilvanult meg. A dolgozatban bemutatott radiofarmakonok
lehetéséget biztositanak a tumorok angiogenezisének in vivo vizsgalatara PET képalkotassal,
valamint alkalmas tracerek az APN/CD13-at célz6 daganatellenes terapiak hatékonysaganak

kovetésére is.
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7. Summary

Angiogenesis is the process of the formation of new blood vessels from a pre-exist
vessel. In general view angiogensis is the result of the reduced oxygen supply (hypoxia).
However, this process may appear in small tumor volume and normal oxygen supply,
connected with the augmentative proliferation. In angiogenic process APN/CD13 is an
important molecule, which has three main functions, such as enzyme, receptor and signaling
molecule. Several solid tumors expresses APN/CD13 on the cell surface, which can be
visualised by APN/CD13 specific and positron isotope labeled NGR sequences. In first part
of our research work the relationship between angiogenesis and hypoxia was investigated in
subcutan He/De tumor bearing animals using angiogenesis (®*Ga-NODAGA-[c(RGD)].
[ovBs] and ®8Ga-NODAGA-c(NGR) [APN/CD13]) and hypoxia (%®Ga-DOTA-
Nitroimidazole) specific tracers. Strict correlation was seen between tumor volume and ®Ga-
NODAGA-c(NGR) uptake as well as tumor volume and ®Ga-DOTA-Nitroimidazole uptake,
moreover ®8Ga-NODAGA-c(NGR) and 8Ga-DOTA-Nitroimidazole uptake correlated well
with each other. The hypoxia- and angiogenesis- specific radiotracers may help to better
understand the correlation between hypoxia and angiogenesis. In the second part of our
research, four %Ga labeled ¢(NGR) derivatives were compared in control and tumor bearing
(He/De, Ne/De) animals using PET/MRI imaging. All of the investigated radiotracers
excreted through the urinary system of the control animal’s body. The four c(NGR)
derivatives showed low accumulation in background organs and high accumulation in He/De
and Ne/De tumors, however the degree of the accumulation was different. ®Ga- NOTA-
¢(NGR) and %Ga- NODAGA-c(NGR) showed the most ideal properties for diagnostic
imaging. In our preclinical studies the last step was the investigation of APN/CD13 inhibitors
efficiency on HT1080 and B16F10 tumors using ®8Ga-NODAGA-c(NGR). %Ga- NODAGA-
¢ (NGR) was a convenient radiotracer to identify control-untreated subcutan HT1080 and
B16F10 tumors. Actinonin was efficiently inhibited the tumor enlargement and the %Ga-
NODAGA-c(NGR) uptake in B16F10 tumors, at the same time it was ineffective on HT1080
tumors. Bestatin- the other APN/CD13 inhibitor- succesfully inhibited the tumor growth and
angiogenic process in both of the HT1080 and B16F10 tumors, which were manifested in
reduced %8Ga-NODAGA-c(NGR) uptake and shrunken tumor volumes. All of the
demonstrated radiotracers are applicable tools in APN/CD13 expressing tumors diagnosis and

in following of anti-APN/CD13 therapy’s efficiency.
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