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ZARO BESZAMOLO:

Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala specifikus, nagy affinitasti Luteinizald6 Hormon-Releasing
Hormon (LHRH/GnRH) receptorok expresszidjat human daganatokban. Citotoxikus
gyogyszermolekulakkal, illetve radioaktiv izotopokkal konjugalt LHRH analdégok képesek
kotddni a human daganat sejteken talalhato LHRH receptorokhoz, mely a célzott kemo- és
radioterapia, valamint a molekularis képalkotd diagnosztika alapjat képezheti.

A jelen palyazatunk célja volt az LHRH receptorok tumorbioldgiai és funkcionalis
jelentéseégének vizsgalata els6sorban human rosszindulatii daganatokban (emld, ovarium,
prosztata, holyag és vese carcinoma ill. human uvealis melanoma), valamint annak
tanulmanyozasa, hogy radioaktivan jelzett LHRH analogok alkalmasak-e ezen daganatok in
vivo diagnosztikai célu felhasznalasdra. Munkank soran az LHRH receptorok mRNS-szintii
expresszidjat vizsgaltuk, valamint ezen receptor fehérjék lokalizaciojat €s kotési
tulajdonsagait is tanulmanyoztuk human tumor mintakon és human daganat sejtvonalakon. A
pozitron emisszios tomografids (PET) vizsgalatokhoz egy LHRH analdg és annak
angiogenezis szelektiv markereivel konjugalt, valamint [*8F] izotoppal jelolt szdrmazékait
immunszupresszalt (nude) egerekben novesztett és LHRH receptort expresszaldo human
daganatokon teszteltiik.

Az elért eredmények rovid ismertetése:

I. Peptid prekurzorok szintézise. A '°F-ral torténé radioaktiv jelolésre alkalmas LHRH
analégok eléallitasa. Heterodimer peptidek szintézise, melyek egy LHRH analogot és egy
angiogenezis markert is (RGD vagy NGR peptidek) tartalmaznak.

Az monomer és heterodimer LHRH analégok eléallitasahoz sziikséges *°F-izotop jelolés
kidolgozasa. ‘°F-izotép jelolés automatizalasa és méretniovelése.

A PET technikdban alkalmazhato ‘®F-tartalmi konjugatumok  elkészitésére 4-
fluorbenzaldehidet alkalmazunk, amelyet oxim-ligacios modszerrel lehet aminooxiecetsavval
modositott peptidhez kapcsolni. A nem kivant mellékreakciok elkeriilése érdekében modszert
dolgoztunk ki arra, hogy a szabad aminooxiacetil-csoportot megvédjiik a sziikséges
felhasznalasig. A modszer hatékonysagat egy szomatosztatin analégon mutattuk be, amelyet
sikeresen kapcsoltuk a 4-fluorbenzaldehidhez. (kapcsolodo publikacionk: Mezé G et al. J Pept
Sci 17:39-46, 2011.) A tovabbiakban olyan bifunkcios peptidkonjugatumot készitettiink,
amely két kiillonbozo receptort ismer fel (LHRH receptor és integrin receptor), ezéltal ndvelve
a "®F-tartalmu vegyiilet kotddési hatékonysagat tumorsejtekhez. Ennek érdekében eléallitottuk
egy LHRH-I szarmazék és egy ciklikus RGD peptid konjugatumat (Id. abra). A két,
szilardfazisu szintézissel eldallitott komponenst tioéter-kotéssel kapcsoltuk egymashoz, ¢s az
0sszekotd részhez egy aminooxiecetsavat is kapcsoltunk, amely a 4-fluorbenzaldehiddel vald
oximképzésre alkalmas.

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,
Aoa-Ahx- Lys-AhxJ
S-CH,-CO!
c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Cys)

Aoa: aminooxiecetsav; Ahx: e-aminohexansav; Glp: piroglutaminsav



A ciklikus RGD peptid helyén ki akajuk probalni a ciklikus NGR tipusu peptideket is, hogy
vizsgaljuk, ez a valtoztatas mennyire befolyéasolja a vegylilet kotédod képességét. A CD13 ¢és
az integrin receptorok tultermelédnek a neovaszkularizacié helyén a tumorokban. Az NGR
szekvenciat tartalmazo peptidek a CD13, mig szukcinimid gyiriin keresztiil keletkezd
deamidalt, izoDGR motivumot tartalmazo vegyiiletek az integrin receptorhoz kotédnek. Ezért
fontos az NGR peptidek stabilitasanak vizsgalata, miel6tt jelzé anyagot tartalmazo
konjugatumokba épitjiik. (kapcsoldédd publikacionk: Mezé G et al. J Pept Sci 18: S178-179,
2012.) Munkank soran elkészitettiik az irodalombol ismert ciklusos [KNGRE]-NH2 (1)
(amidkotéstt  ciklus) és  Ac-[CNGRC]-NH2 (2) (diszulfidhidat tartalmazd ciklus)
ciklopeptideket, tovabba kiilonboz6 ciklusméretli tioéterkotést tartalmazod ciklopeptideket
([CH2CO-NGRC]-NH2 (3), [CH2CH2CO-NGRC]-NH2 (4), [CH2CO-NGRhC]-NH2 (5) (hC
= homocisztein), [CH2CO-KNGRC]-NH2 (6) ¢és [CH2CO-PNGRC]-NH2 (7).
Megallapitottuk, hogy hiitében tarolaskor €s tiszta vizben nem alakulnak at az anyagok. Az
gyorsabb. NMR spektroszkopia segitségével megallapitottuk, hogy az Asn oldalldncanak
kozelsége az Asn-Gly amidkotéshez kritikus a szukcinimid gytirii kialakulasaban, tovabba ha
ezen amidkdtés hidrogénje hidrogénhid kdlcsonhatast tud kialakitani, akkor az lassitja a
bomlast. Ennek alapjan a kovetkez6 stabilitasi sorrend adhato meg: (3) < (6) < (5) < (6) <(4)
< (2) < (1). (a kapcsolatos cikk benyujtasra kész a J. Med. Chem. folyoirathoz) Fontos
kérdésként vizsgaljuk azt, hogy a stabil NGR ciklopeptidekkel képzett konjugatumok
alkalmasabbak-e a tumor megjelenitésére, vagy pedig a bomlékony szarmazékok, amelyek
mind a CDI3, mind az integrin receptorokhoz kotddve erdsebb jelet adhatnak.
Megallapitottuk tovabba, hogy ha a lamprey LHRH-III (Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-
Pro-Gly-NH2) 4-es pozicidjaban 1évé Ser-t az oldallancaban rovid szénlancu zsirsavval
acilezett lizint kapcsolunk, akkor az sokkal jobban kétddik az LHRH receptorokhoz. Emellett
novekedik a molekula enzimstabilitdsa és sejtfelvétele, igy lokalizacioja a tumorsejtekben. A
vegylletek koziil a vajsavat tartalmazod konjugatum bizonyult Osszességében a legjobb
vegyliletnek hatdanyag és izotdp jelzett szarmazékok (a 8-as helyzetli lizin oldallanchoz
kapcsolva) eloéallitdsara. Ez mind a tumor diagnosztika, mind a hatdéanyag célbajuttatisa
szempontjabol elonydsen kihasznalhat6. (kapcsolodd publikacionk: Hegediis R et al. Eur J
Med Chem 56: 155-165, 2012.)

A radio ligandumok kifejlesztését minden esetben inaktiv konjugacios kisérletek
végrehajtasaval kezdtiik. Ezek soran alakitottuk ki a megfeleld analitikai modszereket, illetve
fontos volt a termék izolalasara is. Az elkészitett standardokat, melyek tisztasaga minden
esetben nagyobb volt 90%-nal, hasznaljuk fel higitasi sor elkészitésére a receptor-kotési
vizsgalatokban, a specifikus aktivitds meghatarozésdhoz sziikséges kalibralasi sorndl, illetve a
radioszintézisek soran a termék azonositdsara belsé standardként. Altalanos modszerként 4
mg peptidet feloldottunk 500 pl 75%-o0s metanolban és 1,1 ekvivalens 4-fluorobenzaldehidet
adtunk hozza, valamint annyi TFA-t, hogy oldatban mért végsé koncentracidja 0,04%-0s
legyen. A reakcidelegyet 60°C-on egy oOran keresztiil kevertettiikk, majd szobahdmérsékletre
lehtilés utan vizzel 6tszordsére higitottuk és szemipreparativ PR-HPLC-vel Liofilizalas utan
ismételten ellendriztiik a tisztasdgukat, Maldi-TOF tomegspektrométeren ellendriztik a
szerkezetet (2,5 dihidroxibenzoesav matrixon). Jelenleg harom szarmazék eldallitasaval



késziiltiink el, a monofunkcionalis LHRH, RGD és a heterobifunkcionalis LHRH-RGD
analoggal. A radioszintézisek kiindulasi vegyiiletét - 4-formil-N,N,N-trimetilanilinium triflat -
elkészitettiik. Ezt a  vegyiiletet a  kereskedelemben megvésarolhatdo  4-N,N-
dimetilaminobenzaldehidbdl gyartottuk, metil triflat segitségével vizmentes diklérmetanban
(DCM) (szobahémérséklet, 12 ora). Tisztitdsa atkristalyositassal tortént DCM/dietiléter
(Et,0) elegybdl. A fehér kristalyok szerkezetének azonositasara *H-NMR-t hasznaltunk. Az
altalunk  valasztott  szintézismodszer elonye, hogy optimalizdlas wutan a  4-
[*®F]fluorobenzaldehid termelése j6 hatasfokkal mitkodik, és szilard fazist extrakeio (SPE) is
elégséges a koztitermék tisztitasara

A BF radionuklid eldallitasa az *O(p,n)'®F magreakcio felhasznalasaval tortént. A célanyag
legalabb 95% dusitasi fok [*O]viz. A besugarzott 8F" jont tartalmazé vizet — nagy tisztasagu
hélium gaz segitségével az 6lomarnyékolt szintézis fiillkében 1€vo, a GE cég altal gyartott,
TRACERLAB FX FDG szintézisegységen elhelyezett anioncseréld oszlopon vezettiik
keresztiil. A gyantan megkotdtt aktiv fluor K[*®F]F formaban keriilt a reakciedénybe, az
oszlop clualo-eleggyel (amely tartalmazza a fazistranszfer katalizator - Kriptofix 2.2.2. -
acetonitriles oldatat is) torténd atmosasat kovetden. Ez a technika eldsegiti, hogy a fluor
vizmentes szerves oldoszerben is szolvatdlva legyen. Az aromds nukleofil szubsztitucio
alapfeltétele, hogy a *°F kizarolag aprotikus, polaris oldoszer molekulakkal legyen korbevéve
a megfeleld reakciosebesség elérésé¢hez. A vizmentesség biztositdsdhoz elészor 105°C-on és
csokkentett nyomason a vizes oldatot szarazra paroltuk. A vizmentes radioaktiv fluorid
ionhoz adagoltuk a prekurzor molekulat szintén abszolit oldoszerben. A szintézisek
megvalositasahoz altalaban a kovetkezé koriilményeket hasznaltuk: 3-4 mg prekurzor 1 ml
DMSO-ban, 110°C és 10 perc (bomlaskorrigalt kitermelés kb. 25%). A reakcid végeztével a
keveréket lehiitottiik, vizzel felhigitottuk és a 4-[*®F]fluorobenzaldehidet Strata C18U SPE
oszlopon megkotottiik. Az oszlopot vizzel mosattuk, végiil a terméket 0.9 ml metanol
segitségével nyertiik vissza — és vezettiikk a kettesszamu reaktorba. Az intermedier tisztitasa
soran cél az el nem reagalt fluorid és a prekurzor feleslegének eltavolitasa.

A peptidek radiokonjugacios szintézise soran 1,5 pmol peptidet feloldottunk 100 pl vizben
(amely 0,5% TFA-t is tartalmazott), és ezt az oldatot elézetesen bemértiik a kettesszamu
reaktorba. A szintézisprogram megirasakor kiilon figyelmet forditottunk, hogy a reaktorban
levé holttérfogatot atoblitsiik inert gazzal. A szintézisegység megfeleld programozasa
biztositja, hogy a reaktorban a peptidoldat keveredjen a 4-[*®F]fluorobenzaldehid alkoholos
oldataval. A reakciot 60°C-on 20 percig hagytuk folyni, majd cs6kkentett nyomason
beparoltuk az elegyet. A HPLC-s tisztitas kezdeti eluens-Osszetételének megfeleld oldatban
ujraoldottuk a keveréket, és RP-HPLC-n tisztitottuk a radiojeldlt peptidiinket. A HPLC-s
oszlopon a radioaktivitas valos-ideji vandorlasat Scansys PET SCAN oszlopscanner-rel
kovettilk nyomon. Az elvalasztashoz lineéris gradiens elicids programot hasznaltunk,
acetonitril/0,1%TFA és viz/0,1%TFA eluensekkel. A HPLC-r6l lenyert, tisztitott frakciot a
SPE (OASIS HLB) oszlopra valé immobizalas el6tt vizzel higitottuk. Erre a miiveletre azért
volt sziikség, hogy a készitményt megszabaditsuk az ¢l6 szervezetre karos
oldészermaradékoktol. Az oszlop vizzel torténd mosasa utan az aktivitas visszanyerését 72 %-
os EtOH oldattal valositottuk meg, amelyeket 1 ml-es frakcidja tartalmazta a radiojelolt



vegyiilet aktivitdsanak nagy részét. Fontos kiemelni, hogy a kiilonb6z6 szekvenciak
kiilonb6z6 hozamokat produkaltak, mig az RGD szekvencia alkalmazéasa soran a benzaldehid
aktivitasanak tobb mint 60%-a a termékben volt megtalalhat6, addig a heterodimer szarmazék
esetében ez atlagban 25-30% volt csupan. A radioligandumok felhasznalashoz az oldatok
alkohol-tartalmat izotonias sdoldattal 10% ala csokkentettiik. A készitményt RP-HPLC-vel
(analitikai) ellendriztiik radiodetektor és UV detektor segitségével. Utobbin meghataroztuk az
anyagmennyiséget, amely paraméter nélkiilozhetetlen a specifikus aktivitds meghatarozasahoz
(az értékek 10-30 GBg/umol kozott valtoztak a kiinduldsi aktivitas fliggvényében). Egy
ismételt HPLC-s futtatas soran a radioaktiv anyagbo6l és a referenciavegyiilet torzsoldatabol
egyiitt injektalunk, ez a vizsgalat a kémiai azonositast szolgalta. (csatolt posztereink: Kertesz |
et al. 18th WCAO Crete, Greece, 2013.; Rézsa D és mtsai. MOT XXX. Pécs, 2013. ill.
benyujtas eldtt all ebbdl 2 kdzleményiink Kertész et al. Peptides 2014. ; Rozsa et al.
Oncotarget 2014.)

1. LHRH receptorok, mint molekularis targetek tanulmanyozasa human daganatokban

Kutatasi terveink alapjan human daganatmintdk gytjtését (tobbek kotott vese, holyag, uvealis
melanoma, prosztata, BPH) sikeriilt megvalositanunk és az 6sszegyijtott szovetmintadk LHRH
receptor vizsgalatat elvégezniink. Human daganat sejtvonalak kivalasztasara €s
karakterizalasara is sor keriilt, melyek receptor mRNS és protein expresszid vizsgalatok
alapjan, LHRH receptor pozitivitast mutattak. Ezek alapjan elsdsorban a kdvetkezé human
LHRH receptor pozitiv daganat sejtvonalakkal folytattuk kisérleteinket in vitro és in vivo:
LNCaP human prosztata karcinoma, OCM-3 human uvealis melanéma, MCF-7 human eml6
karcinoma, OVCAR-3 human ovarium karcinoma és HT-1376, J82, RT-4 és HT-1197 human
holyag karcindma sejtvonalak. Radioreceptor assay segitségével kimutattuk tobbek kozott,
hogy a vizsgalt human hdlyag daganat modellek expresszalnak nagy affinitasu (Kd: 4.2-8.5
nM) és 260-658 fmol/mg membran protein kozotti koncentracioji specifikus LHRH
receptorokat, mely receptor fehérje jelenlétét Western blot (WB) analizissel is megerdsitettiik.
Emellett igazoltuk mind mRNS (RT-PCR), mind fehérje (WB, immunhisztokémia, IHC,
ligand kotés) szinten, hogy az LHRH receptor az OCM-3, MCF-7, OVCAR-3 és LNCaP
human daganat modelleken kifejezédik. Az OCM-3 human uvealis melanéma sejtvonalon az
LHRH receptorhoz kotheto jelatviteli €s génexpresszids valtozasokrol is 11j ismereteket
szereztiink. Az LHRH receptor génje a 4-es kromoszoman (4q21.2) helyezkedik el és
eredményeink alapjan a 4-es kromoszéma megoszlasanak mértéke fliggetlen az LHRH
receptor expressziojatol. In vitro igazoltuk tovabba, hogy az uveélis melandmaban talalhato
LHRH receptor alkalmas rajta keresztiil hato célzott terapids szerek és izotoppal jelzett LHRH
vegyiiletek hatdsanak és internalizacidjanak kozvetitésére. (kapcsolodd publikacidink: Schally
AV, Halmos G:Targeting to peptide receptors, Drug Delivery in Oncology. Wiley-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA, 1219-1263, 2012. -kdnyvfejezet ; Szepeshazi K et al. Oncotarget
3:686-699, 2012.; csatolt posztereink: Olah G és mtsai. MKOT VII. Bp, 2012. ; Sipos E és
mtsai. MOT XXX. Pécs, 2013. véglegesités alatt 1évo publikdcionk Sipos E et al. Oncology
Report 2014.) A Debreceni Egyetem Szemklinikajan eltavolitott 39 uvealis melanomabol
els6ként mutattuk ki az LHRH receptor expresszidjat (46%) mRNS szinten az irodalomban
korabban kozolt, valamint sajat tervezésii primer parokkal. Az LHRH receptor fehérje



jelenlétét WB, IHC és radio receptor assay-vel igazoltuk. Normal uveaban nem detektaltunk
LHRH receptor expressziot. (kapcsolodd publikacidink: Steiber Z et al. Invest. Ophthalmol.
Vis. Sci. 52: 6021, 2011. ; Treszl A et al. Oncotarget 4:(10) 1721-1728, 2013.) Hasonlo
modon elsdként sikeriilt kimutatnunk LHRH receptor transzkript variansok jelenlétét human
prosztata karcindma €s benignus prosztata hiperplazia szovetmintakban valamint gyermekkori
neurogén tumorokban. (kapcsolodo publikacidink: Schally AV, Halmos G: Targeting to
peptide receptors, Drug Delivery in Oncology. Wiley-VCH 1219-1263, 2012. -kdnyvfejezet ;
Kiss C et al. Pediatric Blood & Cancer 57(5) 783-783, 2011. ; Rozsa B et al. Prostate. 71(5)
445-52, 2011.) Tovabba a Debreceni Egyetem Urologiai Klinikajardl szarmazo 49 mitétileg
eltavolitott human vesedaganat mintan (RCC, vilagossejtes vesecarcinoma) valamint 24
hugyholyagdaganat mintan (TCC, carcinoma transitiocellulare) sikeriilt kimutatnunk, hogy a
vesedaganatok kozel 84 %-a expresszalja az LHRH receptort, mig a holyagdaganatok 79 %-a
szintén pozitiv az LHRH receptorra nézve, mely RT-PCR eredményeinket IHC modszerrel is
megerdsitettiik. (csatolt posztereink: Kiss L és mtsai. MKOT VII. Bp 2012. ; Kiss L és mtsai.
MOT XXX. Pécs, 2013. ; benyujtasra elokészitett kozleményiink Kiss L et al. Int.J.Oncology
2014.) Emellett a tervezett 0j vegyiileteink (RGD vagy NGR peptidek) angiogenezis
témakoréhez kapcsolodoan is végeztiink kisérleteket valamint real-time qPCR array
segitségével vizsgaltuk meg az angiogenezissel sszefliggd 94 gén expresszidjat, melyek
munkank tovabbi folytatasaban is jelentGsek. (kapcsolodo publikacidink: Schally AV, Halmos
G:Targeting to peptide receptors, Drug Delivery in Oncology. Wiley-VCH 1219-1263, 2012.
-konyvfejezet ; Klukovits et al. Cancer 118:(3) 670-680, 2012. ; csatolt poszteriink: Treszl A
et al. 18th WCAO, Crete, Greece, 2013.)

II1. A PET vizsgalatokhoz Kifejlesztett @j radioligandok karakterizalasa és vizsgalata in
vitro és in vivo.

A szintetizalt analogok receptor kotési affinitasait LHRH receptor pozitiv human daganat
sejteken radio receptor assay modszer felhasznalasaval un. kiszoritasos vagy ,.displacement”
analizissel hataroztuk meg. A kapott IC50 (nM) értékek alapjan (1.13 — 9.75 nM) eredmények
azt mutatjak, hogy az altalunk szintetizalt vegyiiletek LHRH receptor pozitiv human
prosztata, emld, ovarium, uvealis melanoma, vese és holyag daganat sejteken nagy affinitassal
és specifikusan kotédnek ill. a PET vizsgalatokhoz sziikséges ®F-ral torténd jelzés nem okoz
szamottevé receptor kotési affinitas vesztést a vegyiileteknél. Tovabba in vitro vizsgalatokat
végeztiink a ®F-jelzett LHRH analdggal annak érdekében, hogy milyen kisérleti koriilmények
kozott/mellett (inkubacios koriilmények, inkubacios idd, alkalmazott izotop koncentracio,
kotdeso tipusa, mosas €s elvalasztas modja, nem specifikus kotésék csokkentése, assay
optimalizalasa stb.) tudunk a 18F-jelzett LHRH anal6gunkkal LHRH receptor medialt
internalizaciot és daganat sejteken/sejtekben kimutathat dasulast igazolni. A sikeres
optimalizacionk utan eredményeink szerint a receptor negativ sejtek (OCM-1) igen alacsony
mennyiségll radiotracert kotottek meg, viszont az LHRH receptor pozitiv sejtvonalak (pl.
MCF-7, OCM-3) jelent6s mennyiségii tracert vettek fel. (csatolt posztereink: Kertesz | et al.
18th WCAO Crete, Greece, 2013.; Rozsa D és mtsai. MOT XXX. Pécs, 2013. ill. benytjtas
eldtt all ebbdl 2 kozleményiink Kertész et al. Peptides 2014. ; Rozsa et al. Oncotarget 2014.)



Palyazatunk utols6 munkafazisdban elvégeztiik a PET vizsgalatokhoz kifejlesztett uj
monomer ¢és heterodimer radioligandok LHRH receptort expresszald, huméan daganat
sejtvonallal transzplantalt immunszupresszalt nu/nu egerek PET vizsgalatat. A tumor modell
létrehozasahoz a 7-10 hetes egerekbe 1x-2x 10° db sejtet injektaltunk szubkutan a combok v.
hat teriiletére. Az LNCaP prosztata daganat sejteket him, az MCF-7 (eml6) és OVCAR-3
(ovarium) eredetli daganatokat ndstény allatokba oltottuk, az uvealis melanoma sejtvonalakat
(OCM-1 és OCM-3) mindkét nembe. Amikor a tumorok elérték a kb. 8x8x8 mm-es méretet ,
azokat tovabbi allatokba transzplantaltuk. A miniPET vizsgalatok soran a radiotracereket a
farokvénaba injektaltuk, kb. 100 pCi mennyiségben. Az els6 vizsgalatok soran az allatokrol
90 perces dinamikus felvételeket készitettiink, majd meghataroztuk azt az idépontot, ahol a
tumorok leginkabb elkiiloniiltek a tobbi szovettdl. A tovabbiakban ettdl az idéponttol
végeztiink 10-10 perces statikus gytijtéseket. A beavatkozasok soran az allatokat 1,5-3%
izoflurdnnal altattuk. A PET gy(jtéseket kovetden az adatokat feldolgoztuk, a 3D
rekonstrukciot a DE Nuklearis Medicina Intézet altal fejlesztett BrainCAD 1.16 szoftverével
veégeztiik. Amennyiben a felvételeken egyértelmiien el tudtuk kiiloniteni a tumorokat, ezeken
VOI (,,volume of interest”) - kat jeloltiink ki legalabb 3 parhuzamos szeleten, majd
Kiszamitottuk a térfogatelem SUV (,,standard uptake value”) értékét. A SUV értéke
matematikailag egy aranyszdm, melyet ugy képziink, hogy az adott idépontban ¢és adott
térfogatban mért széveti radioaktivitas koncentraciot osztjuk az injektalt dozis és testtomeg
hanyadosaval.

Az in vivo PET vizsgalatok soran a kdvetkezOket allapitottuk meg:

A ®F-LHRH radio tracer elsésorban a maj-epe-bél tton iiriil az allatokbol. A
dinamikus vizsgalatok kezdetétdl lattunk aspecifikus jelet ezekben a szervekben, ill. a
vesében. A tumorok jeldlése tobbnyire gyengébb jelet adott, a tumor teriiletérdl szarmazo jel
gyakran 0sszemosodott mas szervek (maj, belek) aspecifikus jelolodésével, a tumorok
elkiilonitése a hattértél ezért nehézkesebb volt. A dinamikus vizsgalatok szerint a tracer lassan
iirlilt az allatokbol, ennek oka feltehetden az, hogy az 4llatok a vizsgalatok soran altatdsban
voltak, az anyagcseréjiik igy lelassult. A mérésekre a beadast kovetd 80-90. perc tlint
optimalisnak. Néhany esetben végeztiink vizsgalatot a 170. perct6l is, azonban nem kaptunk
sokkal tisztabb eredményeket.

A ®F-RGD molekula elsésorban a veséken keresztiil tavozott az allatokbol mar a
dinamikus vizsgélatok kezdetétdl. Az altalunk vizsgalt iddintervallumban (0-180 perc) bar a
hattér jelolddése csokkent, nem szlint meg. A molekula a tumorban neoangiogenezissel
keletkezd erek integrinjeihez kotddve teszi lehetdvé daganatok detektalasat. Sajnos
esetiinkben a vizsgalt tumor modellek gyenge felvételt mutattak. Aspecifikus jelek kisebb
mértékben voltak megfigyelheték, mint a **F-LHRH radiotracer esetében.

Az el6z6 két molekulabol képzett heterodimer radio tracerrel (**F-LHRH-RGD)
végzett vizsgalataink szerint a molekula szintén elsGsorban a vesén keresztiil iiriil. Kutato
munkank ezen részének legértékesebb és legigéretesebb eredménye, hogy a tumorok

vizualizacioja ezzel a heterodimer radio tracerrel sikeresen megvalosithato volt. LHRH
receptor pozitiv tumor modellek esetén (LNCaP, MCF-7, OCM-3, OVCAR-3) a miniPET



vizsgalatainkban meggy6zden egyértelmi jelet kaptunk, mig LHRH receptor negativ tumor
modell esetén (OCM-1) a tumor nem jel616dott. (errdl véglegesités és benyujtas el6tt allo
kozleményiink: Rozsa et al. Oncotarget 2014.)
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1. abra Immunszupresszalt nu/nu egerekbe iiltetett LHRH receptor pozitiv OCM-3
tumorok miniPET vizsgalatainak reprezentans eredménye a kiilonb6z6 radio
tracerekkel. A tracerek tipusa a felvételek felett, a SUV-skdla alattuk lathato.
Koronalis felvételek a beadast kovetd 170.-t61 180. percig; a tumor helyét nyil jeloli.
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2. abra. Immunszupresszalt nu/nu egerekbe iiltetett LHRH receptor pozitiv LNCaP
tumorok miniPET vizsgalatainak reprezentdns eredménye a kiilonbozé radio
tracerekkel. A tracerek tipusa a felvételek felett, a SUV-skala alattuk lathato.
Koronalis felvételek a beadast kovetd 80.-tol 90. percig; a tumor helyét nyil jeloli.
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3. abra. Immunszupresszalt nu/nu egerekbe {iltetett LHRH receptor pozitiv MCF-7
tumorok miniPET  vizsgélatainak  reprezentans eredménye a  kiilonb6zo
radiotracerekkel. A tracerek tipusa a felvételek felett, a SUV-skala alattuk lathato.
Koronalis felvételek a beadast kovetd 80.-t61 90. percig; a tumor helyét nyil jeloli.

Tumor/izom SUV arényok a 8F-LHRH-RGD
radiotracerrel LNCaP tumoron
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4. 4bra. LNCaP tumorrol készitett felvétel az *°F-LHRH-RGD radiotracerrel. A grafikon
a legnagyobb és altagos SUV értékek tumor/izom aranyat abrazolja.



Tumor/izom SUV aranyok a 8F-LHRH-RGD
radiotracerrel OCM-3 tumoron
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5. 4bra. OCM-3 tumorrdl készitett felvétel az *®F-LHRH-RGD radiotracerrel. A grafikon
a legnagyobb ¢és altagos SUV értékek tumor/izom aranyat abrazolja.

Tumor/izom SUV aranyok a 18F-LHRH
radiotracerrel MCF-7 tumoron
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6. MCF-7 tumorrol készitett felvétel az *F-LHRH radiotracerrel a beadas utani 80-
90. percben. Jol lathato az allat beleiben a kiiiriilé6 molekula. A grafikon a legnagyobb
és altagos SUV értékek tumor/izom aranyat abrazolja.
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7. Immunszupresszalt nu/nu egerekbe iiltetett LHRH receptor negativ OCM-1 tumorrdl
készitett reprezentans miniPET felvétel a radiotracerekkel a beadas utani 80-90.
percben.

Egyik tracerrel sem latni semmilyen halmozddast a tumor teriiletén.

Osszefoglalva, az OTKA palyazat tamogatasaval elvégzett kutatasaink és az abbol kapott 1j
eredményeink egyértelmiien hozzajarulhatnak a human tumorok molekularis szintt
felderitéséhez, a rosszindulatii daganatok 0jszeri PET diagnosztikajahoz és a célzott
daganatterapia hatékonyabb megvalositasahoz a daganatokban expresszalodé LHRH
receptorokon keresztiil.

OTKA palyazatunk Kutatasi eredményeir6l eddig mar szamos hazai és nemzetkozi
kongresszuson szamoltunk be eléadasok és poszterek formajaban, emellett ezidaig megjelent
9 angol nyelvii referalt kozleménytlinkben és egy angol nyelvii konyvfejezetben szamoltunk
be. Tovabbi 4 angol nyelvii kézleménylink zomében az utolséd palyazati iddszak munkéjarol
kozvetlen benytjtas vagy véglegesités elott all. Ezek koziil az OTKA palyazatunkhoz tartozo
kozlésre elbkészitett angol nyelvii kdzlemények elfogadasa utan keriil benyujtasra Kiss Lili
nappali PhD hallgat6é doktori disszertacioja, mely az OTKA palyazatban foglalt munka egy
részén alapul és a palyazat tAmogatasaval johetett létre. Tovabba jelen palyazatunk
tudomanyos eredményei és kozleményei a vezetd kutatdo (Halmos Gabor) rovidesen ezévben
benyujtandd MTA doktori disszertacidjanak is szerves részét képezik.



